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Los organismos están continuamente expuestos a la aparición de daños en su genoma, 
debido a factores tanto exógenos como endógenos. Afortunadamente, las células han 
desarrollado una serie de mecanismos para asegurar la integridad de su material genético, 
conocidos en conjunto como respuesta a daño en el ADN o DDR (DNA Damage Response). 
Numerosos estudios han demostrado que las señales del DDR se transmiten principalmente 
a través de eventos de fosforilación mediados por quinasas específicas en diversos factores 
de la ruta. Sin embargo, poco se conoce sobre la función que las proteínas fosfatasas juegan 
en este proceso. La fosfatasa PP4 ha sido involucrada recientemente en la regulación del 
DDR, siendo su papel principal la desactivación del checkpoint de daño una vez la lesión ha 
sido reparada. Los resultados recogidos en esta tesis ponen de manifiesto que esta fosfatasa 
también presenta una función directa en la reparación de roturas en el genoma. 
Concretamente, esta enzima contrarresta la actividad de la quinasa Rad53 durante la 
reparación de un corte de doble cadena. Esta función afecta al estado de fosforilación de 
múltiples factores implicados en el DDR, entre ellos, del adaptador Rad9. La desfosforilación 
de Rad53 por PP4 estimula la resección del ADN mitigando el efecto negativo que Rad9 ejerce 
sobre el complejo Sgs1/Dna2. Como consecuencia, la eliminación de la actividad de PP4 
afecta a la resección y reparación mediante SSA (single-strand annealing), defectos que se 
revierten al reducir los altos niveles de fosforilación de Rad53 o al eliminar la unión de Rad9 
de la zona de ADN dañada. Estos datos confirman que PP4 controla la fosforilación de Rad53 
durante la regeneración de un daño, y demuestran que la atenuación de su actividad quinasa 
durante las etapas iniciales del proceso de reparación es esencial para potenciar el desarrollo 
de rutas de reparación que dependen de una resección de largo alcance para su consecución. 
Además, estos resultados implican que estas vías son incompatibles con una activación 
excesiva del checkpoint de daño, y sugieren que las quinasas y fosfatasas del DDR han de 
cooperar durante la respuesta para acoplar la activación de la parada del ciclo celular con la 
reparación. Este balance de la actividad del checkpoint asegura una respuesta a daño precisa, 
suficientemente fuerte para activar un arresto en G2/M adecuado, pero no demasiado 
robusta como para influir negativamente en la reparación, asegurándose de esta forma el 































1.1. La respuesta a daño en el ADN 
1.1.1. Importancia de la respuesta a daño en el ADN y rutas de reparación 
Nuestras células están expuestas continuamente a la aparición de daños en su 
material genético, provocados por estímulos muy diversos, que amenazan la integridad 
genómica celular. La aparición de lesiones en el ADN puede ocurrir como consecuencia 
de la exposición a factores tanto endógenos como exógenos. Entre los factores 
endógenos destacan los productos de nuestro propio metabolismo, fundamentalmente 
especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno, así como reacciones químicas espontáneas 
intrínsecas a la propia naturaleza de la molécula de ADN, principalmente hidrólisis. Por 
otra parte, nuestro ADN puede también ser dañado por agentes físicos y químicos 
exógenos, como los rayos X, la radiación ultravioleta, los compuestos quimioterápicos o 
componentes derivados del tabaco. De hecho, se estima que cada célula de nuestro 
cuerpo puede sufrir alrededor de 105 lesiones espontáneas cada día [1]. Algunas de estas 
alteraciones pueden ser mutagénicas, incrementando el riesgo de aparición de una célula 
tumoral; en otras ocasiones, estas alteraciones pueden ser citotóxicas o citostáticas, 
provocando la activación de respuestas específicas, como la muerte celular programada 
o la senescencia, fenómenos que desencadenan el proceso de envejecimiento [1]. Dado 
que los daños en el material genético constituyen una de las causas principales de la 
aparición de enfermedades, evitar la inestabilidad genómica es un objetivo fundamental 
en la fisiología celular. Afortunadamente, las células eucariotas han desarrollado un 
sofisticado sistema para detectar los daños en el ADN e impulsar una cascada de 
señalización que se encarga de activar los mecanismos moleculares necesarios para su 
reparación. Este sistema se denomina genéricamente como respuesta a daño en el ADN 
o DDR (del inglés DNA Damage Response), y su fin último es la restauración de la lesión 
para asegurar la supervivencia celular o, en el caso de que esto no sea posible, impedir la 
transmisión no fidedigna de la información genética a la progenie [2, 3]. Cuando el DDR 
no se ejecuta correctamente o la tasa de daño celular excede su capacidad para reparar 
las lesiones, se desencadena la activación de vías de senescencia, muerte celular 
programada o, en el peor de los casos, la transformación a una célula tumoral [4-6] (Fig. 





sido relacionadas directamente con fallos en estos procesos de reparación, destacando la 
importancia del DDR en el mantenimiento de la estabilidad genómica y la viabilidad de 
los organismos [7-9]. En este contexto, y teniendo en cuenta que los tumores a menudo 
presentan alteraciones específicas en componentes del DDR, se han desarrollado diversas 
Figura 1. Respuestas celulares al daño en el ADN. El ADN puede verse dañado por factores muy 
diversos, tanto endógenos como exógenos, que inducen distintos tipos de lesiones. En función 
de la extensión y severidad del daño, se activan distintas respuestas, que pueden dar lugar a la 
reparación del material genético y supervivencia de la célula, a una transformación maligna o 
bien a la muerte celular. La respuesta de supervivencia se desarrolla gracias a un conjunto de 





estrategias terapéuticas basadas en la atenuación de la respuesta a daño o la inhibición 
de proteínas de reparación con el fin de promover la destrucción de células cancerígenas 
[10, 11]. Una de las terapias más prometedoras en el campo de la regulación del DDR es 
el uso de inhibidores de la polimerasa poli (ADP-ribosa) o PARP para los tumores 
deficientes en BRCA1 o BRCA2 [12, 13], aunque también se han desarrollado inhibidores 
específicos para otras proteínas como ATM, ATR, CHK1 o WEE1 [11]. 
Los agentes genotóxicos inducen diversos tipos de daño en el ADN, incluyendo 
modificación de bases, entrecruzamientos de la molécula de ADN, uniones covalentes 
ADN-proteína, cortes de cadena sencilla (SSBs, single-strand breaks) o cortes de doble 
cadena (DSBs, double-strand breaks) [10]. Con el fin de reconocer y reparar esta gran 
variedad de lesiones, el DDR está provisto de distintos mecanismos que detectan y 
restauran cada uno de estos tipos de daño: la reparación por escisión de bases (BER, base 
excision repair) restituye bases dañadas, la reparación de desapareamiento de bases 
(MMR, mismatch repair) reconoce y corrige errores en la incorporación de bases durante 
la síntesis del ADN, la reparación de escisión de nucleótidos (NER, nucleotide excision 
repair) retira oligonucleótidos que contienen bases dañadas, y la reparación de enlaces 
cruzados (ICL, interstrand cross-link repair) elimina los entrecruzamientos entre distintas 
hebras. Además, los DSBs pueden repararse mediante unión de extremos no homólogos 
(NHEJ, nonhomologous end joining) o recombinación homóloga (HR, homologous 
recombination), rutas que se explicarán con más detalle en secciones posteriores [2, 7, 
14].  
1.1.2. Señalización de la respuesta a daño en el ADN 
La respuesta a daño en el ADN constituye un sistema altamente conservado, y 
supone la activación de rutas de reparación, de un checkpoint de ciclo, de programas 
transcripcionales específicos y, en algunos casos, de rutas de senescencia o apoptosis 
[15]. Uno de los objetivos principales del DDR es coordinar la reparación de la lesión con 
la progresión del ciclo celular. Esto se consigue mediante la activación de numerosos 
factores que se pueden clasificar como sensores, mediadores, transductores de señales y 
efectores [16, 17]. 
Los daños en el ADN son reconocidos inicialmente por proteínas sensoras que se 





Rad50-Xrs2 en Saccharomyces cerevisiae, MRE11-RAD50-NBS1 en mamíferos) y el 
complejo heterotrimérico 9-1-1 (Rad17-Ddc1-Mec3 en la levadura de gemación, RAD9-
RAD1-HUS1 en células de mamífero). El complejo MRX/MRN es responsable del 
procesamiento inicial del daño, gracias a la actividad nucleasa de Mre11 y al 
mantenimiento de los dos extremos del daño en proximidad por Rad50. Ambos procesos 
favorecen la detección y la concentración de otros sustratos necesarios durante la 
ejecución de la respuesta [18]. Respecto al complejo 9-1-1, exhibe una estructura similar 
a PCNA (del inglés proliferating cell nuclear antigen) y su reclutamiento a la cromatina 
facilita el anclaje de proteínas encargadas de promover la activación del checkpoint y la 
reparación del ADN [19]. 
El reclutamiento de estos complejos a la zona del ADN dañada activa numerosas 
proteínas transductoras, desencadenando una cascada de señalización. Esta transmisión 
de la señal está principalmente mediada por eventos de fosforilación impuestos por 
quinasas incluidas dentro del grupo de las PIKKs (del inglés phosphatidylinositol 3’ kinase-
related kinases). En este conjunto se incluyen Tel1 y Mec1 (ATM y ATR en mamíferos, 
respectivamente), que constituyen los grandes transductores del DDR, fosforilando 
multitud de sustratos en motivos Ser/Thr-Glu [20]. Estas quinasas controlan la reparación 
del ADN a tres niveles, 1) regulando directamente la maquinaria de reparación mediante 
la fosforilación de sus componentes, 2) modulando el estado de la cromatina en torno a 
la lesión y 3) generando un ambiente celular favorable para la reparación [14, 21]. Tel1 es 
esencial para la señalización de DSBs, mientras que Mec1 está implicada en la respuesta 
a SSBs y horquillas de replicación atascadas [16]. En mamíferos, junto a ATM y ATR existe 
una tercera quinasa transductora, DNA-PKcs, esencial para la reparación mediante NHEJ, 
mantenimiento de telómeros e inducción de apoptosis [22]. 
Los efectores de la ruta de señalización del DDR son sustratos de estas quinasas 
apicales. Estos factores participan en la transmisión de la señal, y regulan principalmente 
el ciclo celular y la maquinaria de reparación. En la levadura de gemación, los efectores 
más importantes son las quinasas Rad53 y Chk1 (CHK2 y CHK1 en mamíferos 
respectivamente), que catalizan distintos procesos biológicos dentro del DDR, incluyendo 





Es importante mencionar que, en muchas ocasiones, para que exista una correcta 
trasmisión de la señal desde las quinasas apicales a las efectoras se requieren proteínas 
Figura 2. Señalización de la respuesta a daño en el ADN. La señalización del DDR se inicia cuando 
se forma un daño en el material genético, que es detectado por las proteínas sensoras, 
MRX/MRN y 9-1-1. El reclutamiento de estos complejos a la cromatina en las regiones cercanas 
al daño atrae hasta estos puntos a las quinasas apicales o transductoras, Tel1/ATM, Mec1/ATR y 
DNA-PKcs, que se activan y desencadenan una cascada de señalización. Existen proteínas 
adaptadoras que suelen ser requeridas para mediar los eventos de fosforilación impuestos por 
las quinasas transductoras a las quinasas efectoras, Rad53/CHK2, Chk1/CHK1 y Dun1. La 
actuación coordinada de todos estos factores desencadena respuestas celulares al daño que 
fundamentalmente conducen a la parada del ciclo celular mediante la activación de un 
checkpoint de daño y a la reparación del ADN. En el esquema se muestran las principales 
proteínas que intervienen en Saccharomyces cerevisiae y humanos, señalando en el mismo color 







adaptadoras. Así, en S. cerevisiae, los adaptadores Rad9 y Mrc1 son esenciales para 
estimular la fosforilación y activación de Rad53 por Mec1 y Tel1, en un mecanismo que 
se explicará más adelante. De una forma similar, Chk1 también interacciona con Rad9 
para ser activado por Mec1. El uso de adaptadores específicos que facilitan la transmisión 
de la señal durante la formación de una lesión en el ADN es un fenómeno que está 
evolutivamente conservado. En mamíferos, ATR depende fundamentalmente de Claspin 
(homólogo de Mrc1) para la activación de CHK1 [24], mientras que la activación de CHK2 
por ATM precisa de los adaptadores MDC1 y 53BP1 (factores que comparten estructura 
y funciones con Rad9) [25]. La cadena de proteínas sensoras, transductoras, adaptadores 
y factores efectores mencionados que forman parte del DDR se encuentran recogidos 






1.2. El checkpoint de daño en el ADN  
1.2.1. Activación del checkpoint de daño en el ADN 
La respuesta celular a un daño en el ADN es vital para el mantenimiento de la 
integridad genómica. Para asegurar que las células transfieren una copia intacta de su 
genoma a la siguiente generación, la evolución ha desarrollado una serie de rutas de 
supervivencia denominadas checkpoints de daño, cuya función es detectar el ADN dañado 
y coordinar su reparación con la progresión del ciclo celular [26]. La activación del 
checkpoint ralentiza o detiene el avance del ciclo, dando así tiempo para que los 
mecanismos de reparación corrijan la lesión antes de que sea heredada por las células 
hijas. Estos sistemas están altamente conservados en todos los eucariotas, y permiten 
detectar daños durante todo el ciclo celular, deteniendo el mismo en G1, S o en G2/M, 
dependiendo del tipo de lesión y la fase del ciclo en la que ocurra.  
Los cortes de doble cadena o DSBs se producen cuando las dos hebras del ADN se 
rompen simultáneamente y son uno de los tipos de daño más peligrosos para la célula. 
De hecho, un único DSB no reparado correctamente es suficiente para producir la muerte 
celular [7]. Aun cuando muchos de estos DSBs son generados de forma espontánea por 
los distintos estreses a los que la célula está sometida, existen también DSBs programados 
que participan en procesos fisiológicos celulares como la recombinación meiótica, los 
reordenamientos de los receptores de las células T y B en mamíferos, o el cambio de tipo 
sexual en levaduras [27-29]. Sin embargo, cuando estas lesiones se generan 
estocásticamente suponen una seria amenaza para la viabilidad celular, supervivencia y 
homeostasis, de modo que la activación del checkpoint de daño en el ADN en respuesta 
a cortes de doble cadena es un evento primordial dentro del DDR.  
En S. cerevisiae, el checkpoint de daño en el ADN detiene a las células en la transición 
metafase/anafase, también conocida como G2/M [30]. Tras la formación de un DSB en el 
genoma, el primer evento que tiene lugar es su reconocimiento por los complejos Ku 
(yKU70/yKU80) y MRX (Mre11-Rad50-Xrs2), que se unen a los extremos del corte [31, 32]. 
El heterodímero Ku protege los extremos del DSB de la degradación y es esencial para la 
reparación mediante unión de extremos no homólogos [33, 34]. Por su parte, la unión de 
MRX promueve el reclutamiento de Tel1 a la lesión, así como su activación [35] (Fig. 3A). 





exclusión de Ku de esa región de la cromatina, evitando la reparación por NHEJ y 
estimulando la recombinación homóloga [33, 36, 37]. Por otra parte, Tel1 fosforila la 
histona H2A en la serina 129 (γ-H2A) [38-40], que constituye una marca clave para la 
correcta activación del checkpoint de daño (Fig. 3A). Esta fosforilación se extiende en la 
cromatina unas 50 kb en torno al DSB [38, 39] y permite su remodelación con el fin de 
facilitar la acumulación de proteínas del DDR en las inmediaciones del daño. Hay que 
destacar que la correcta funcionalidad del complejo MRX depende de la proteína Sae2 
(CtIP en mamíferos), la cual, una vez unida al complejo, es capaz de estimular la 
degradación nucleolítica de unos 50-100 nucleótidos de los extremos 5’ del corte, 
generando fragmentos de ADN monocatenario en 3’ (o ssADN) [41, 42] (Fig. 3B). Dado 
que el complejo Ku tiene poca afinidad por ADN de cadena sencilla [43], la formación de 
ssADN por el complejo MRX/Sae2 previene la reparación por NHEJ y estimula la 
reparación por recombinación homóloga. Una vez ocurrida esta etapa inicial, comienza 
una segunda fase de procesamiento de la molécula de ADN, mucho más extensiva, que 
conlleva la formación de varias kilobases de ssADN a ambos lados de la lesión y que es 
promovida por la acción de las nucleasas Exo1 y Dna2 [41, 42] (Fig. 3B). Este proceso de 
formación de ADN monocatenario por el complejo MRX/Sae2 y las nucleasas Exo1 y Dna2 
es conocido genéricamente como resección, y se explicará en detalle más adelante. 
El ssADN generado durante la resección es recubierto por la proteína RPA [32], unión 
concomitante con la disociación de Sae2, MRX y Tel1 [44]. La formación de esta estructura 
de ADN protegido por RPA estimula la unión de Mec1 a las inmediaciones del DSB.  
 
 
Figura 3. Señalización del checkpoint en respuesta a un DSB en S. cerevisiae. A) Cuando se 
genera un DSB, el complejo MRX y Sae2 se localizan en los extremos del corte. MRX promueve 
el reclutamiento de Tel1 hasta el DSB. Tel1 estabiliza MRX en la cromatina, favorece la retirada 
de Ku y fosforila la histona H2A en S129 (γ-H2A). B) Comienza el proceso de resección, teniendo 
lugar una primera fase mediada por MRX y Sae2, y una segunda etapa de degradación más 
extensa, mediada por Exo1 y Sgs1/Dna2. Ku se libera de las colas 3’ de ssADN, que son cubiertas 
y protegidas por RPA. C) La unión de RPA se produce simultáneamente a la liberación de MRX, 
Sae2 y Tel1. La estructura formada promueve el reclutamiento del complejo 9-1-1 y de Mec1-
Ddc2. Mec1 lleva a cabo la fosforilación de la histona H2A en S129 y del complejo 9-1-1, que de 
ese modo son reconocidos por Rad9. D) El adaptador Rad9 se carga en la cromatina a través de 
γ-H2A y es fosforilado por CDK y Mec1, modificación que induce su oligomerización y 
estabilización en el ADN y que, además, supone la creación de sitios de unión para Rad53. E) 
Rad53 se une a Rad9 y es fosforilado y activado por Mec1 y Tel1, además de por su propia 
autofosforilación. La fosforilación de Rad9 por CDK también permite el reclutamiento de Chk1, 
que una vez unido es activado por Mec1. Rad53 y Chk1 fosforilan distintos sustratos, activando 











Concretamente, Mec1 se asocia a Ddc2, que reconoce y se une a RPA, localizando así al 
complejo Mec1-Ddc2 en el sitio de daño [45] (Fig. 3C). El complejo 9-1-1 (Rad17-Ddc1-
Mec3) también se une a la estructura de ADN monocatenario, en este caso a través de 
Rad24-Rfc2-5, y es esencial para la activación del checkpoint por Mec1, estimulando su 
actividad quinasa y promoviendo la fosforilación de sus dianas [46-48] (Fig. 3C).  
Una vez que Mec1 es reclutado a la zona lesionada, esta quinasa fosforila a la histona 
H2A en la serina 129 [49] y al complejo 9-1-1 [50], eventos que disparan la interacción de 
Rad9 al daño (Fig. 3D). Tras su unión a la cromatina, este adaptador es fosforilado por Cdk 
y Mec1 [51, 52], modificación que induce su oligomerización y estabilización en el ADN y 
que, además, supone la creación de sitios de unión para la quinasa Rad53 [53, 54] (Fig. 
3D). 
Rad53 está implicada en numerosas funciones dentro del DDR, como la 
estabilización del replisoma, expresión de genes de reparación, inhibición de orígenes de 
replicación tardíos, inhibición de la recombinación en horquillas atascadas, resolución de 
horquillas y reparación [55]. Después de su unión a Rad9, Rad53 es fosforilado y activado 
por Mec1 y Tel1, además de por su propia autofosforilación [56] (Fig. 3E). En respuesta a 
estrés replicativo, Rad53 también puede ser activado por el adaptador Mrc1 que, a 
diferencia de Rad9, no precisa de una unión física [57]. Finalmente, también se ha 
propuesto que Sgs1 media el reclutamiento de Rad53 de manera dependiente a su 
fosforilación por Mec1 [58]. Una vez activado, Rad53 se libera de Rad9 amplificando la 
señal en el interior celular [59]. Por otra parte, la fosforilación de Rad9 por Cdk permite 
el reclutamiento de la quinasa Chk1, la cual, una vez unida a Rad9, es activada también 
por Mec1 [60] (Fig. 3E).  
Una vez que Rad53 y Chk1 han sido activadas, estas quinasas fosforilan distintos 
sustratos implicados en el control del ciclo celular y la regulación transcripcional con el fin 
de promover el arresto en G2/M. La parada del ciclo celular se consigue mediante la 
estabilización de Pds1, inhibiendo de este modo la separación de las cromátidas 
hermanas y la entrada en anafase. Chk1 fosforila Pds1 evitando su degradación por el 
complejo APC/Cdc20, mientras que Rad53 contribuye a la estabilidad de Pds1 inhibiendo 




Rad53 también previene la salida de mitosis bloqueando la ruta MEN (del inglés Mitotic 
Exit Network) a través de la fosforilación e inhibición de Cdc5 [62, 63].  
Finalmente, Rad53 tiene un papel importante en la modulación de la transcripción 
a través de su acción sobre Dun1. La fosforilación de Dun1 por Rad53 se requiere para la 
inducción transcripcional de genes codificantes de las subunidades de la ribonucleótido 
reductasa (RNR), factor limitante de la síntesis de dNTPs. Dun1 también fosforila a Sml1, 
inhibidor de la RNR, marcándolo para degradación y aumentando con ello los niveles de 
nucleótidos necesarios para reparar el ADN [64].  
1.2.2. Inactivación del checkpoint de daño en el ADN 
En S. cerevisiae, la activación del checkpoint de daño en el ADN induce cinco tipos 
de respuestas: el arresto del ciclo celular, modificaciones de histonas, cambios 
transcripcionales, modificaciones post-traduccionales de múltiple factores y un conjunto 
de respuestas específicas de fase S [65]. El mantenimiento prolongado de estas 
respuestas tiene consecuencias negativas para la fisiología celular, por lo que la 
desactivación del checkpoint es una etapa esencial del DDR. 
La inactivación del checkpoint puede ocurrir una vez que la lesión en el ADN ha sido 
reparada, permitiendo que las células reentren en el ciclo celular en un proceso conocido 
como recuperación. Alternativamente, si la reparación no es posible, las células pueden 
experimentar un fenómeno de adaptación al daño, y reentrar en el ciclo celular 
arrastrando la lesión en su genoma [65]. La desactivación de las respuestas inducidas por 
el checkpoint requiere de la participación de inhibidores, que inactiven los componentes 
de la ruta o sus sustratos; muchos componentes del checkpoint de daño son activados 
mediante fosforilación, lo que convierte a las fosfatasas en elementos importantes en 
este proceso de reentrada. Aún así, no podemos olvidar que los componentes fosforilados 
también pueden ser inactivados por degradación proteolítica en vez de por 
desfosforilación.  
Algunas proteínas implicadas en la modificación de la cromatina afectan a la 
inactivación del checkpoint de daño. Por ejemplo, Srs2 es un factor esencial para la 
recuperación o progresión en el ciclo tras la reparación, retirando Rad51 del ssADN y 





modificaciones de histonas y la estructura de la cromatina también están implicadas en 
este proceso. En ese sentido, la desfosforilación de la S129 de H2A por la fosfatasa PP4 es 
necesaria para la reentrada en el ciclo celular, tanto en levaduras como en líneas celulares 
humanas [68-70]. En humanos, γ-H2A también es desfosforilada por PP2A [71].  
La inactivación de los efectores de la vía de señalización del daño representa otro 
eslabón clave en la inactivación del checkpoint. Chk1 juega un papel minoritario en el 
arresto del ciclo celular en S. cerevisiae, y sus inhibidores se desconocen. Sin embargo, no 
ocurre así con Rad53, la quinasa primordial en esta respuesta en la levadura de gemación, 
que ha de ser desfosforilada e inactivada para asegurar una eficiente reentrada en G1 
después de la reparación de la lesión. De hecho, la desaparición de las formas fosforiladas 
de Rad53 ocurre en paralelo a la recuperación o adaptación [72]. Además, no es necesario 
que se produzca nueva síntesis de proteína para la aparición de Rad53 desfosforilado, 
indicando que la quinasa activa es desfosforilada y no degradada [73]. Se ha descrito que 
la desfosforilación de Rad53 puede ser llevada a cabo por distintas fosfatasas. Entre ellas 
se encuentran Ptc2 y Pct3 (subunidades catalíticas de la fosfatasa PP2C), que promueven 
la inactivación de Rad53 después de la reparación de DSBs inducidos por la endonucleasa 
HO [74]. Por otra parte, la subunidad catalítica Pph3 de la fosfatasa PP4, en conjunto con 
su subunidad reguladora Psy2, desfosforila a Rad53 después de un tratamiento con metil-
metanosulfonato (MMS) [75]. El triple mutante carente de actividad fosfatasa asociada a 
PP4 y PP2C, pph3Δ ptc2Δ ptc3Δ, presenta graves defectos en la eliminación de la 
autofosforilación de Rad53 tras un tratamiento con MMS, aunque esta desfosforilación sí 
que es posible después de un tratamiento con hidroxiurea (HU) [76]. Estos datos sugieren 
que ambas fosfatasas desempeñan funciones redundantes en respuesta a daños 
específicos en el ADN, y que deben de existir otras fosfatasas que desfosforilan a Rad53 
ante estreses genotóxicos concretos. 
Además, la inactivación de Rad53 mediante desfosforilación es un proceso 
evolutivamente conservado. Así, CHK2, el homólogo de Rad53 en humanos, requiere de 
varias fosfatasas para su inactivación: una fosfatasa de tipo 2A, en este caso PP2A (en 
lugar de PP4 como en la levadura de gemación) y PP2C (Wip1/PPM1D, homólogo de 
Ptc2/Ptc3) [77, 78]. Wip1/PPM1D también interviene en la desfosforilación de CHK1 en 




ser inactivados mediante degradación proteolítica, aunque no existen estudios 
completamente concluyentes a cerca de esta regulación.  
Para terminar, el proceso de resección también está ligado con la inactivación del 
checkpoint. Dado que la activación del checkpoint está directamente relacionada con la 
cantidad de ssADN generado, la inactivación de la resección es considerada per se un 
mecanismo que restringe la actividad de la ruta de arresto del ciclo celular. Existen dos 
mecanismos en la célula que permiten evitar una resección excesiva y, en consecuencia, 
una hiperactivación del checkpoint de daño en el ADN. En primer lugar, la activación de 
Rad53 por Mec1 estimula la fosforilación de Exo1 inhibiendo su actividad [80, 81]. Por 
otra parte, Mec1 promueve la unión de Rad9 a la cromatina en torno al DSB a través de 
la fosforilación de H2A en la S129 [49]; recientemente se ha descrito que Rad9 actúa como 
una barrera física que impide la acción del complejo Sgs1/Dna2 [82, 83]. Como se 
mencionaba anteriormente, la señalización por Mec1 y Rad53 es directamente 
proporcional a la cantidad de ssADN generado, de modo que este sistema genera un bucle 
de retroalimentación negativo que limita la extensión de la resección y, por tanto, las 






1.3. Rutas de reparación del ADN 
Como se mencionaba previamente, los cortes de doble cadena o DSBs son uno de los 
tipos de daño en el ADN más nocivos para la célula, por lo que su reparación es fundamental 
para mantener la viabilidad celular y preservar la integridad genómica. La reparación de estas 
lesiones puede ocurrir a través de dos rutas evolutivamente conservadas: NHEJ, donde los 
dos extremos del DSB son ligados directamente [84], o HR, que utiliza una región homóloga 
como donador para copiar la información genética perdida [85]. La elección entre una u otra 
vía depende de la complejidad de la lesión, de su localización y del tipo celular, así como de 
la fase del ciclo celular en la que se produzca [86, 87].  
1.3.1. Reparación por unión de extremos no homólogos (NHEJ) 
La reparación por unión de extremos no homólogos consiste en la ligación directa 
de los extremos del corte (Fig. 4, 7A), y constituye la principal ruta de reparación en 
mamíferos [88]. NHEJ es un sistema de reparación propenso a errores, pues suele ir 
acompañado de inserciones o depleciones en el punto de la lesión [89]. Como se explicaba 
anteriormente, tanto en levaduras como en células de mamífero la elección entre NHEJ y 
HR depende de la actividad de la resección, ya que el procesamiento 5’-3’ de los extremos 
del DSB inhibe NHEJ y dirige la reparación del corte a HR. Así, la reparación por NHEJ 
puede ocurrir durante todo el ciclo celular, aunque se produce predominantemente en 
G1, donde la resección se ve reducida como consecuencia de la baja actividad Cdk [90, 
91]. 
En S. cerevisiae, cuando se forma un DSB los complejos Ku y MRX se unen 
rápidamente a los extremos del mismo (Fig. 4A) [31]. MRX mantiene los extremos del 
corte en proximidad a través de la subunidad Rad50 [92], mientras que Ku protege esos 
límites del DSB de la degradación, retrasa la resección y recluta a la lesión otras proteínas 
necesarias para NHEJ: Dnl4-Lif1 y Nej1 [33, 36, 93]. MRX también interacciona con Dnl4-
Lif1 [31], favoreciendo la formación de un complejo que posibilita el anillamiento de las 
hebras (Fig. 4B). En el complejo se acoplan factores de procesamiento de los extremos, 
fundamentalmente la polimerasa Pol4 y la nucleasa Rad27, que rellenan los huecos y 
estabilizan la unión [94, 95]. Una vez que los extremos han sido procesados, la ligasa Dnl4 






1.3.2. Reparación por recombinación homóloga (HR) 
La reparación por recombinación homóloga requiere de la presencia de una 
secuencia de ADN homóloga que pueda ser utilizada como molde para copiar la 
información ausente y regenerar la molécula original. Como secuencia homóloga se utiliza 
preferentemente la cromátida hermana, aunque también se puede usar un cromosoma 
Figura 4. Reparación mediante NHEJ. A) Cuando se induce un DSB, los complejos Ku y MRX se 
unen rápidamente a los extremos del corte. Ku protege los límites del daño de la acción de las 
exonucleasas, evitando que la resección tenga lugar, y MRX mantiene en proximidad ambos 
extremos. B) Los factores Dnl4-Lif1 y Nej1 interaccionan con MRX y Ku, formándose un complejo 
que favorece el anillamiento de las hebras. Se reclutan factores de procesamiento, entre ellos 
Pol4 y Rad27, que crean extremos compatibles. C) La ligasa Dnl4 liga los extremos y el complejo 







homólogo durante la meiosis (recombinación alélica) o secuencias repetidas en el mismo 
o en diferentes cromosomas (recombinación ectópica) [97, 98]. La HR es la ruta de 
reparación preferente en S. cerevisiae, y es considerada como una ruta de reparación libre 
de errores, si bien la aparición de entrecruzamientos durante el proceso puede dar lugar 
a translocaciones cromosómicas u otros tipos de reordenamientos genéticos [99, 100].  
La reparación por HR está restringida a las fases S/G2, donde hay un molde 
disponible para la recombinación y la actividad Cdk es alta, favoreciéndose la resección 
[91, 101]. De hecho, la degradación 5’-3’ de los extremos del DSB generado es el evento 
que dirige la reparación hacia HR.  
Una vez que el DSB ha sido reseccionado y se ha generado ssADN en 3’, este ADN 
monocatenario es reconocido por la proteína RPA (Fig. 5A), que atrae hasta la lesión 
factores adicionales relacionados con la reparación y con la activación del checkpoint de 
daño [32]. En S. cerevisiae, la proteína mediadora Rad52 impulsa la sustitución de RPA 
por la recombinasa Rad51, formándose el nucleofilamento (Fig. 5B) [102-104]; en este 
proceso participan Rad55 y Rad57, parálogos de Rad51 [105]. El nucleofilamento formado 
tiene capacidad para invadir y buscar una secuencia homóloga a la zona de la lesión. Junto 
a Rad52, Rad54 también participa en la búsqueda e invasión de la secuencia homóloga, 
estabilizando el heterodúplex formado por el nucleofilamento y la molécula de ADN 
molde donadora de la información [106, 107]. La invasión del nucleofilamento da lugar a 
la formación de una estructura denominada D-loop (del inglés displacement loop) (Fig. 
5C). La extensión del D-loop por polimerasas replicativas es esencial para copiar de la 
información genética perdida y regenerar la molécula de ADN (Fig. 5D) [108-110].  
Actualmente se conocen diversos tipos de reparación por HR, y aunque el 
mecanismo molecular descrito anteriormente es común para todos ellos, cada sistema 
de reparación presenta distintas peculiaridades específicas que pueden dar lugar a la 







Figura 5. Pasos iniciales de la reparación mediante HR. A) La maquinaria de resección da lugar 
a la formación de ADN monocatenario en 3’ en ambos extremos del DSB. El ssADN es protegido 
por la proteína RPA. B) La proteína mediadora Rad52 promueve la sustitución de RPA por la 
recombinasa Rad51, formándose el nucleofilamento. Participan también Rad55-Rad57 y Rad54. 
C) El filamento de ssADN/Rad51 lleva a cabo una invasión en búsqueda de una secuencia 
homóloga o donador, creándose así un bucle denominado D-loop. D) El filamento de Rad51 se 
desensambla mediante la helicasa Srs2 y comienza la síntesis de ADN. La estructura puede 








Figura 6. Mecanismos de reparación de DSBs. Los DSBs pueden ser reparados por NHEJ o por HR. 
A) La reparación por NHEJ implica el procesamiento y ligación de los dos extremos del corte, 
produciendo pequeñas depleciones o inserciones. La reparación también puede ocurrir mediante 
HR, que puede realizarse a través de distintos mecanismos, que siempre comienzan con la 
resección de los extremos 3’ del DSB. B) SSA: se produce cuando el proceso de resección expone 
repeticiones homólogas, que pueden recombinar y anillar, deplecionando la región central y 
dejando una única copia de la zona repetida. También puede ocurrir que el nucleofilamento de 
ssADN invada la molécula en la que se encuentra la secuencia homóloga, formándose el D-loop. 
Esta estructura puede resolverse de diferentes maneras. C) DSBR: la hebra invasora se extiende 








• SSA (del inglés Single strand annealing) (Fig. 6B). Este tipo de reparación se produce 
cuando los cortes están flanqueados por repeticiones directas de al menos de 30 
nucleótidos [111]. La resección inicial del DSB expone las secuencias homólogas de 
ambas hebras complementarias, y el ssADN generado es degradado por la 
endonucleasa Rad1-Rad10 [112]. Las regiones homólogas recombinan y los huecos 
son rellenados con síntesis de ADN y sellados mediante ligación. Este sistema de 
reparación produce la depleción de la región central, dejando una única copia de la 
zona repetida. Por ello, SSA se considera una vía de reparación altamente 
mutagénica. Es importante resaltar que aunque SSA requiere de la actividad 
recombinatoria de Rad52, es independiente de la recombinasa Rad51, ya que no es 
necesaria la invasión de una de las hebras complementarias para buscar homología 
[113].  
• DSBR (del inglés Double-strand break repair) (Fig. 6C). Este tipo de reparación 
comienza con la resección, invasión del nucleofilamento y formación del D-loop. Esta 
estructura se extiende mediante síntesis de ADN a partir del extremo 3’ de la hebra 
invasora, copiando la información genética perdida. Además, el ssADN del otro 
extremo del DSB anilla con el ssADN sintetizado, formándose las uniones de Holliday 
(dHJ, del inglés double Holliday junctions) [98, 114]. Estas estructuras pueden ser 
disueltas por el complejo Sgs1-Top3-Rmi1, generando productos sin 
entrecruzamientos (conversión génica), o bien ser resueltas por las resolvasas Yen1, 
Mus81/Mms4 y Slx1/Slx4, enzimas que en algunos casos pueden dar lugar a 
productos de reparación con entrecruzamientos génicos asociados (Fig. 6C) [115].  
• SDSA (del inglés Synthesis-dependent strand annealing) (Fig. 6D). Esta ruta de 
reparación también comienza con el proceso de invasión y formación del D-loop, 
 
 
del DSB, formándose las dobles uniones de Holliday. Las dHJ pueden experimentar una 
disolución por medio del complejo Sgs1-Top3-Rmi1, formando productos sin entrecruzamientos 
(SE), o ser resueltas por Mus1/Mms4 y Yen1, generando productos con o sin entrecruzamientos 
asociados (E o SE), en función de los cortes que se produzcan. D) SDSA: una vez que se ha 
producido la nueva síntesis de ADN desde el extremo 3’ en el D-loop, la hebra invasora es 
desplazada fuera del bucle por las helicasas Sgs1, Srs2 y Mph1 y anillada con el ssADN 3’ 
reseccionado en el otro extremo del DSB. Así, se generan productos de recombinación sin 
entrecruzamientos. E) BIR: se produce cuando solo uno de los extremos del DSB comparte 
homología con una secuencia molde. La cola 3’ de ssADN invade en búsqueda de la secuencia 
homóloga, y se produce nueva síntesis, copiándose toda la hebra que contiene la región 
homóloga. El nuevo ADN sintetizado está representado con líneas discontinuas del mismo color 








seguido de nueva síntesis de ADN desde el extremo 3’ de la hebra invasora. Sin 
embargo, en este caso, la hebra recién sintetizada es desplazada fuera del bucle y 
anillada con el ssADN 3’ reseccionado en el otro extremo del DSB. Por tanto, no se 
generan entrecruzamientos entre las moléculas que recombinan, lo que convierte a 
SDSA en el mecanismo preferido para la reparación de DSBs mitóticos [116, 117]. 
• BIR (del inglés Break-induced replication) (Fig. 6E). Este mecanismo de reparación es 
utilizado por la célula cuando solo uno de los extremos del DSB comparte homología 
con una secuencia molde. Tras la invasión de la hebra reseccionada, se ensambla 
una horquilla de replicación unidireccional que copia la secuencia homóloga [118, 
119]. Si el ADN molde se encuentra en el cromosoma homólogo, se produce la 
pérdida de heterocigosis, mientras que si está localizado ectópicamente tiene lugar 
una translocación no recíproca. Al igual que DSBR y SDSA, BIR es una ruta 
dependiente de Rad51 que, además, precisa de todos los factores replicativos y de 
las tres polimerasas principales necesarias para la síntesis de la cadena de ADN [120, 
121]. 
 
1.3.3. Resección del ADN 
Como se comentaba anteriormente, uno de los primeros eventos que tiene lugar 
tras la generación de un corte de doble cadena en el genoma es la resección de los 
extremos del mismo, hecho que consiste en la degradación nucleolítica de una de las 
hebras de ADN en sentido 5’-3’ [122]. Este fenómeno, además de ser necesario para 
estimular la reparación por recombinación homóloga, sirve de señalización para activar 
el checkpoint de daño a estrés genotóxico.   
La resección ocurre en dos fases, una etapa inicial en la que se generan extensiones 
cortas de ssADN en 3’ a ambos lados del DSB, seguida de una segunda fase de resección 
extensiva. La primera etapa está mediada por MRX y Sae2, y en ella se procesan 
aproximadamente 50-100 nucleótidos del extremo 3’ de la lesión. Para iniciar este 
evento, Sae2 estimula la actividad endonucleasa de Mre11, que genera una incisión en el 
extremo 5’ del ADN en ambos extremos del DSB (Fig. 7A). A partir de esta incisión, la 
actividad exonucleasa 3’-5’ del complejo MRX procesa esta hebra, produciéndose sendos 




segunda etapa, el extremo de ssADN en 3’ generado es utilizado por las exonucleasas 
Exo1 y Dna2 para extender el ADN monocatenario a lo largo de varias kilobases (Fig. 7C) 
[41, 124]. Estas nucleasas actúan en rutas paralelas y promueven la degradación 
nucleolítica en dirección 5’-3’ desde el DSB a una velocidad de unas 4 kb/h [41, 42]. Es 
esta fase de procesamiento extensivo la que permite la reparación mediante HR y la 




Figura 7. Resección del ADN. A) Cuando se induce un DSB, los extremos del mismo son unidos 
por el complejo MRX, que además inicia la resección con ayuda de Sae2. En primer lugar, se 
produce un corte endonucleolítico en los extremos 5’, interno al límite del DSB. B) A partir del 
hueco, la actividad exonucleasa 3’-5’ de MRX degrada la hebra cortada hacia el DSB. C) A 
continuación, comienza una etapa de resección más extensa, mediada por dos rutas 
redundantes, la exonucleasa Exo1, y la nucleasa Dna2 acompañada por la helicasa Sgs1. El ssADN 









1.3.3.1. Resección mediada por Exo1 
Exo1 pertenece a la familia de las nucleasas Rad2 y presenta actividad 
exonucleasa 5’-3’, que le permite eliminar mononucleótidos desde un extremo de 
ADN de doble cadena (dsADN) [125]. Exo1 está implicada en el procesamiento de 
horquillas de replicación atascadas, en la resección de extremos de DSBs, en la 
reparación de desapareamiento de bases (MMR) y en mantenimiento de telómeros 
[126, 127].  
Una vez generado un corte en el ADN, MRX y Sae2 facilitan el reclutamiento de 
la exonucleasa en la zona del daño, suprimiendo la acumulación de Ku en los DSBs y 
creando una estructura específica que favorece la unión y procesividad de Exo1 [128, 
129]. Además, Exo1 se asocia físicamente con proteínas 14-3-3 (scBmh1, Bmh2), 
interacción que modula su fosforilación y su actividad nucleasa en determinadas 
condiciones [130]. Por otra parte, también se ha descrito que la fosforilación de Exo1 
por Rad53 inhibe la actividad de la exonucleasa, limitando la producción de ssADN [80, 
81]. 
1.3.3.2. Resección mediada por Sgs1/Dna2 
Dna2 es una nucleasa implicada en la maduración del fragmento de Okazaki 
durante la replicación del ADN, así como en la resección extensiva de extremos 5’ 
durante la reparación por HR. La actividad endonucleasa de Dna2 le permite cortar 
pequeños oligonucleótidos tanto en 3’ como en 5’ [131]; sin embargo, su actividad 
durante la resección está confinada al extremo 5’, ya que RPA protege los extremos 3’ 
[132, 133]. Esto asegura una correcta direccionalidad del procesamiento de ADN para 
la formación de largas fibras de ssADN en 3’. Tanto en levaduras como en humanos, 
Dna2 también contiene un dominio helicasa que facilita la degradación del ADN en 5’ 
por la actividad nucleasa de la enzima [134, 135]. No obstante, esta actividad helicasa 
de Dna2 no es necesaria para la resección. En su lugar, su asociación con la helicasa 
Sgs1 (BLM en humanos) es imprescindible para la formación de ssADN a partir de los 
DSBs [42, 132, 133]. Recientemente se ha demostrado que el complejo Top3-Rmi1 
facilita el reclutamiento de Dna2 en los extremos del DSB e incrementa la afinidad de 
Sgs1 por el ADN [93, 128]. De una forma similar, RPA también promueve la unión de 




1.3.3.3. Regulación de la resección por CDK 
En eucariotas, la resección de los DSBs está regulada por la actividad CDK, control 
que a su vez modula el balance entre NHEJ y HR, asegurando que la célula ejecuta la 
ruta de reparación más adecuada en función de la fase del ciclo celular en la que se 
encuentra [122]. En concreto, la resección de DSBs es menos eficiente en G1 debido a 
la baja actividad CDK; este hecho, junto a la unión de Ku a los extremos del ADN, 
favorece la reparación de la lesión mediante NHEJ. Por el contrario, la alta actividad 
CDK asociada a las fases S/G2 estimula la resección y, por consiguiente, la reparación 
de DSBs mediante HR [90, 91, 101]. Este sistema de acoplamiento del tipo de 
reparación al ciclo celular asegura que únicamente se utilice recombinación homóloga 
cuando la cromátida hermana está presente.   
En los últimos años se han identificado numerosos sustratos de CDK implicados 
en el control de la resección. En S. cerevisiae, Sae2 es fosforilado por CDK en la 
posición S267, fosforilación que estimula la resección [136]. Otra diana de la CDK es 
Dna2, cuya fosforilación en los residuos T4, S17 y S237 promueve su localización 
nuclear y reclutamiento a los DSBs, favoreciendo su función en resección [137, 138]. 
Aunque no hay evidencias de la existencia de una regulación de Exo1 por CDK en 
levaduras, en células de mamífero EXO1 es fosforilado en cuatro residuos S/T-P (S639, 
T732, S815 y T824) por CDK1/2, hecho que permite regular el balance entre HR y NHEJ 
[126]. Finalmente, Ku y Rad9 también parecen estar regulados por CDK en el control 
del procesamiento de DSBs, puesto que la resección y activación del checkpoint en 
mutantes de estas proteínas deja de ser dependiente de CDK [36, 139]. 
1.3.3.4. Regulación de la resección a través del checkpoint de daño en el 
ADN 
La ausencia de un control idóneo de la resección compromete la integridad 
genómica, puesto que el ssADN es más propenso a ser degradado. Además, una 
acumulación excesiva de ssADN puede acabar con las reservas de RPA celular, 
derivando en ssADN sin proteger y la consecuente inestabilidad del material genético. 
Para prevenir las consecuencias deletéreas de una degradación de ADN 5’-3’ excesiva, 
las células han adoptado un mecanismo molecular que coordina la actividad de la 





El checkpoint de daño en el ADN regula la generación de ssADN 3’ en los DSBs 
tanto de manera positiva como negativa. Así, Tel1 estabiliza la unión de MRX al DSB, 
favoreciendo su actividad y estimulando la resección [140]. Mec1 también regula 
positivamente la resección de DSBs a través de la fosforilación de Sae2, modificación 
importante para su función en resección [141]. Además, Mec1 también fosforila a 
Slx4, lo que promueve la formación del complejo Dpb11-Slx4-Rtt107 y la consiguiente 
desestabilización de Rad9 de los DSBs [142, 143]. Teniendo en cuenta que Rad9 actúa 
como una barrea física que impide la correcta acción del complejo Sgs1/Dna2 [82, 83], 
su eliminación por el complejo Dpb11-Slx4-Rtt107 favorece la degradación 
nucleolítica. 
Sin embargo, Mec1 también actúa como un regulador negativo de la resección a 
través de dos mecanismos: 1) induce la fosforilación de Exo1 por Rad53, lo que 
conduce a la inhibición de la exonucleasa [80, 81], y 2) promueve la unión de Rad9 a 
los DSBs a través de la fosforilación de la histona H2A en S129, limitando por tanto la 
acción de Dna2 [49]. La inhibición de las nucleasas mediada por Mec1 evita una 
generación excesiva de ssADN y la consecuente inestabilidad genómica. Es importante 
destacar que la activación de Mec1 es directamente proporcional a la cantidad de 
RPA-ssADN generado, lo que sugiere que la propia hiperactivación de Mec1 durante 
la resección genera un bucle de retroalimentación negativo que acaba con su propia 
inactivación. Así, esta regulación evita una activación excesiva del checkpoint de daño, 
cooperando de esta forma en la desactivación de la respuesta y la progresión en el 






1.4. Fosfatasas y daño en el ADN 
Como comentamos anteriormente, la respuesta a daño en el ADN se compone de una 
compleja red de señalización que promueve la inducción del checkpoint de daño y la 
activación de factores específicos que aseguran una reparación eficiente y coordinada de la 
lesión en el material genético. La transmisión de estas señales se produce principalmente a 
través de eventos de fosforilación; de hecho, el daño en el material genético induce más de 
900 eventos de fosforilación distintos, implicando más de 700 proteínas [1, 20]. Estas 
fosforilaciones son atribuidas a quinasas concretas que fosforilan componentes del DDR, 
preferentemente en residuos de serina o treonina [144-146]. Aunque durante los últimos 
años ha habido un auge en el estudio de la función de estas quinasas en el DDR, poco se 
conoce sobre el papel que desempeñan las proteínas fosfatasas en la regulación de estos 
procesos. Sin embargo, es lógico pensar que la precisión de la señalización depende del 
balance entre quinasas y fosfatasas, con el fin de asegurar el estado de fosforilación idóneo 
para cada diana del DDR a lo largo de la respuesta. De hecho, recientemente se ha especulado 
que las proteínas fosfatasas colaboran activamente en el DDR, tanto previniendo una 
activación ilegítima del mismo en ausencia de daño, como mitigando la señal una vez que la 
lesión ha sido reparada. Partiendo de esta idea, la mayoría de los análisis sobre fosfatasas en 
la respuesta a daño en el ADN han ido orientados al estudio de la reentrada en el ciclo celular 
tras la reparación. No obstante, recientemente se han publicado diversos estudios que 
revelan que estas enzimas no solo participan en el apagado de la respuesta, sino también en 
la modulación directa de los mecanismos de reparación, un descubrimiento que ha cambiado 
la percepción de la desfosforilación en este contexto.  
Hasta la fecha se han implicado distintas fosfatasas en la regulación del DDR, 
destacando entre ellas la Ser/Thr proteína fosfatasa 1 (PP1), la proteína fosfatasa 2A (PP2A), 
la proteína fosfatasa 4 (PP4) y la fosfatasa antagonista de Cdk CDC14. Estas fosfatasas se 
pueden clasificar en dos grupos en base a su secuencia, estructura y actividad biológica; así, 
PP1, PP2A y PP4 forman parte de la familia de Ser/Thr fosfatasas PPP (del inglés 
phosphoprotein phosphatases), mientras que CDC14 pertenece a la familia DUSP (del inglés 
dual-specificity phosphatases). Una particularidad de estas fosfatasas es su habilidad para 
contrarrestar la acción de un gran número de quinasas. Se ha estimado que en células 
humanas existen unas 500 quinasas, mientras que solo 150 fosfatasas han sido descritas 





fosfatasas, se ha hipotetizado que las fosfatasas son enzimas promiscuas que actúan sobre 
múltiples sustratos; sin embargo, hoy en día sabemos que en realidad son proteínas 
altamente selectivas y finamente reguladas. Esto se consigue gracias a su capacidad para 
formar complejos proteicos, normalmente compuestos por una subunidad catalítica y 
múltiples elementos reguladores que confieren la especificidad a la holoenzima [149-151]. 
Cada una de estas holoenzimas multiméricas actúa como una entidad única, presentando 
una actividad y especificidad determinada para cada sustrato particular. De hecho, se han 
identificado in vivo un gran número de combinaciones distintas de estos complejos fosfatasa, 
lo que confirma que la especificidad de las proteínas fosfatasas es similar a la de las quinasas. 
Cabe destacar que la regulación de la fosforilación/desfosforilación durante el DDR es 
crítica para el mantenimiento de la integridad genómica y la prevención del desarrollo de 
enfermedades como el cáncer. Hoy en día sabemos que las proteínas fosfatasas actúan en 
múltiples niveles del DDR, desde su activación tras la generación de una lesión en el ADN, 
hasta la reparación de los daños y la reentrada en el ciclo celular tras la reparación, rutas 
utilizadas por las células cancerígenas para eludir la activación del checkpoint durante la 
tumorigénesis y así crecer incontroladamente. En ese sentido, se ha demostrado que varios 
tipos de cáncer presentan alteraciones en factores que participan en el DDR y, más 
específicamente, muchos oncogenes codifican proteínas quinasas y fosfatasas, confirmando 
la importancia de los eventos de fosforilación/desfosforilación en el desarrollo del cáncer. 
Finalmente, las proteínas fosfatasas también pueden operar como supresores de tumores 
regulando positivamente el DDR [150, 152]. Todo esto las podría convertir en posibles dianas 
para combatir la progresión tumoral, aunque aún queda un largo camino hasta que las 
fosfatasas se conviertan en un blanco de las terapias en la clínica. 
1.4.1. La proteína fosfatasa PP4 
La proteína fosfatasa 4 (Ppp4/PP4/PPX) es una Ser/Thr fosfatasa que regula 
múltiples funciones celulares independientemente de otras fosfatasas, y cuya 
especificidad depende de su interacción con subunidades reguladoras. Su descubrimiento 
tuvo lugar en la década de los noventa en células de mamífero, donde Ppp4 fue predicha 
a partir de varios cADNs e identificada por primera vez en un escrutinio realizado con un 
cADN de PP1 en el que se buscaban distintas formas de esta enzima en diferentes tejidos. 




nomenclatura del genoma humano, era idéntica en un 41% a PP1 y en un 65% a PP2A 
[153, 154].  
A pesar del ≈65% de identidad en secuencia aminoacídica que comparte con las 
isoformas PP2Acα y PP2Acβ en células de mamíferos, pronto se determinó que Ppp4 
desarrollaba funciones distintas a PP2A. A diferencia de lo que ocurre en eucariotas 
superiores, su ortólogo en S. cerevisiae, Pph3, no es esencial y fue aislado por primera vez 
como una nueva proteína relacionada con PP2A, al clonarse junto a Pph21 y Pph22 
(subunidades catalíticas de PP2A). Mientras la doble depleción de PPH21 y PPH22 
mostraba un ligero defecto en el crecimiento de esporas, el mutante triple de pph3Δ, 
pph21Δ, pph22Δ inhibía completamente el crecimiento, indicando que Pph3 aporta 
alguna actividad complementaria que contribuye a la viabilidad de células deficientes en 
PP2A [155]. En consonancia con las funciones solapantes con los ortólogos de PP2A, Pph3 
comparte una gran similitud en secuencia aminoacídica tanto con Pph21 como con Pph22 
(82,18% y 82,51% respectivamente), lo que ha llevado a pensar que esta proteína podría 
formar parte de la holoenzima de PP2A.  
En mamíferos, Ppp4, la subunidad catalítica de la fosfatasa PP4, está acompañada 
por dos subunidades reguladoras distintas en estructura, denominadas R1 (105 KDa) y R2 
(55 KDa), que no interaccionan con PP2A. Existe también otra subunidad reguladora, α4 
(39 KDa), que, a diferencia de R1 y R2, dimeriza con las subunidades catalíticas de Ppp4, 
PP2A y Ppp6 [156]. En S. cerevisiae, el marco de lectura abierto u ORF (del inglés open 
reading frame) YBL046w, llamado Psy4, fue identificado como un ortólogo putativo de la 
subunidad R2 de mamíferos, y Tap42p (two A phosphatase associated protein) como un 
ortólogo de α4 [156]. Psy2 (platinum sensitivity 2) también ha sido identificado como una 
subunidad reguladora de Pph3 en la levadura de gemación, con dos ortólogos en 
humanos, designados R3A y R3B. Estos elementos forman un complejo con R2-Ppp4 y 
comparten una similitud de secuencia con Psy2 del 37% y 44%, y una identidad del 24% y 
22%, respectivamente [156, 157]. En la tabla 1 se recogen las denominaciones de las 
distintas subunidades en humanos y en S. cerevisiae, haciendo referencia a los homólogos 













Homo sapiens Ppp4 R1 R2 R3A R3B α4 
Saccharomyces 
cerevisiae 
Pph3  Psy4 Psy2 Tap42p 
 
1.4.1.1. Funciones de PP4 
La proteína fosfatasa PP4 ha sido implicada en numerosos procesos celulares, 
siendo quizás uno de los más estudiados su función en el ensamblaje de orgánulos. Su 
subunidad catalítica Ppp4 es esencial para la maduración de centrosomas en D. 
melanogaster y Caenorhabditis elegans [158, 159], así como para el ensamblaje del 
espliceosoma mediante la interacción con el complejo SMNs (del inglés survival of 
motor neurons) en mamíferos [160]. 
Ppp4 también participa en la modulación de diversas rutas de señalización 
celular, incluyendo la vía NF-κB, clave en respuestas inmunes e inflamatorias y en 
tumorigénesis. Ppp4 desfosforila y activa al factor NF-κB en respuesta a cisplatino, 
activación asociada con resistencia inducida a este tratamiento anticancerígeno. Este 
hecho convierte a PP4 en una posible causa de la resistencia incrementada de algunas 
células tumorales al cisplatino [161]. Además, PP4 también está involucrada en la ruta 
de TOR, que regula el crecimiento en levaduras y mamíferos en respuesta a nutrientes. 
Ante una fuente pobre de nitrógeno, Pph3 se disocia de Tap42 y se une a Psy4, 
formando un complejo que desfosforila Gln3 y Ure2; el elemento Gln3 disociado 
puede desplazarse hasta el núcleo y activar la transcripción de genes necesarios para 
el crecimiento en fuentes pobres de nitrógeno [162]. 
Finalmente, también se ha descrito que el complejo Ppp4-R1 disminuye la 
actividad de la histona deacetilasa HDAC3 mediante la desfosforilación de su residuo 
S424, concediendo a la fosfatasa un papel en la regulación de la acetilación de histonas 




1.4.1.2. Funciones de PP4 en la respuesta a daño en el ADN 
La primera implicación de la fosfatasa PP4 en el DDR procede de un escrutinio 
genómico para identificar proteínas requeridas para la reparación de lesiones en el 
ADN generadas por luz UV. Así se identificó a la subunidad reguladora Psy2 como un 
factor de unión a Wss1 y Tof1, proteínas implicadas en la respuesta a estrés 
replicativo. Los análisis de las interacciones genéticas entre estas proteínas 
permitieron concluir que Wss1, Tof1 y Psy2 (probablemente junto al complejo Pph3-
Psy4) estabilizan las horquillas de replicación atascadas o colapsadas [164]. 
Sin embargo, la función más estudiada de PP4 en el DDR consiste en su capacidad 
para promover la reentrada en el ciclo celular una vez que la lesión en el ADN ha sido 
reparada. La inactivación del checkpoint requiere de la desactivación de Rad53, evento 
que se consigue mediante su desfosforilación por distintas fosfatasas, entre ellas PP4. 
Pph3 forma un complejo con Psy2 para desfosforilar Rad53 activado durante la 
reentrada después de un daño inducido por MMS, tanto in vitro como in vivo. Por ello, 
en ausencia de Pph3-Psy2, la desfosforilación de Rad53 y la progresión en el ciclo 
están retrasadas [75]. 
Junto a la desactivación de Rad53, la desfosforilación de γ-H2AX por PP4 también 
es esencial para una recuperación eficiente del checkpoint de daño en el ADN en 
Drosophila, S. cerevisiae y humanos [69, 70, 165]. La depleción de Ppp4 en humanos 
resulta en un arresto prolongado en el checkpoint, en parte debido a la persistencia 
del mediador MDC1 unido a γ-H2AX en los sitios de las lesiones [69]. Confirmando 
estos datos, el retardo en la reentrada que presentan células pph3Δ en S. cerevisiae 
se alivia con la expresión de la versión no fosforilable hta1-S129A [70]. Por tanto, la 
desfosforilación de γ-H2AX por PP4 es necesaria para ligar el proceso de reparación 
del ADN con la terminación de la señalización del checkpoint. Podemos reseñar 
también que la desfosforilación de γ-H2AX por Pph3 parece ser mecánicamente 
independiente de su función en la desactivación de Rad53. La especificidad de Pph3 
para desfosforilar estos dos factores es resultado de su interacción con distintas 
subunidades reguladoras. Así, la desactivación de Rad53 por PP4 se produce gracias a 
la interacción de Pph3 con Psy2, puesto que los fenotipos genéticos y bioquímicos de 





hiperfosforilación de Rad53 [75]. Sin embargo, Psy4 no es necesaria para la 
inactivación de Rad53 en respuesta a MMS, puesto que Rad53 se desfosforila 
adecuadamente en células psy4Δ en esas condiciones [75]. Respecto a γ-H2AX, pph3Δ, 
psy2Δ y psy4Δ comparten el mismo defecto en la desfosforilación de H2A [70]. Por 
ello, parece que el complejo Pph3-Psy2 desfosforila Rad53, mientras que Pph3-Psy2-
Psy4 desfosforila γ-H2A.  
Sorprendentemente, PP4 no solo participa en la desactivación del DDR sino 
también en su activación. En S. cerevisiae, PP4 interviene en la señalización del 
checkpoint a través de la regulación del complejo Mec1-Ddc2 (ATR-ATRIP en 
humanos). La fosfatasa fue identificada como un regulador de Mec1-Ddc2 en dos 
escrutinios utilizando un mutante mec1-100, comprometido en la fosforilación de 
Rad53 y la activación del checkpoint en fase S, pero capaz de fosforilar Rad53 en G2. 
En dichos ensayos se identificaron las depleciones pph3Δ y psy2Δ como los supresores 
más fuertes de la letalidad de mec1-100 en hidroxiurea, debido al menos en parte, a 
la restauración de la fosforilación de Rad53. La depleción de PPH3 en el mutante 
mec1-100 promueve la supervivencia en HU debido a la ausencia de actividad 
fosfatasa, ya que el mutante catalíticamente inactivo pph3-H112N suprime los 
defectos de crecimiento de manera similar al pph3Δ. Además, análisis proteómicos 
han revelado que PP4 desfosforila el residuo S1991 de Mec1, cuya mutación confiere 
sensibilidad a daño. Concretamente, Pph3-Psy2 regula a Mec1-Ddc2 a través de una 
interacción física en sitios de daño en horquillas de replicación y en DSBs, facilitando 
una acción coordinada entre la quinasa y la fosfatasa sobre múltiples sustratos en 
respuesta estrés replicativo inducido por HU [157].   
Además de regular la activación e inactivación del checkpoint, PP4 también está 
implicada en la reparación del ADN. Así, se ha demostrado que el complejo Ppp4-R2 
media la reparación de DSBs inducidos por la enzima I-SceI por NHEJ, al menos a través 
de la modulación de la fosforilación de KAP1 (KRAB-associated protein 1). La 
fosforilación de KAP1 en respuesta a daño potencia su unión a la cromatina, hecho 
que induce su relajación con el fin de facilitar la reparación. Ensayos de 
inmunoprecipitación han revelado que Ppp4-R2 se asocia físicamente con KAP1 y lo 




fosforilación de KAP1 en la S824 durante el tratamiento con camptotecina (CPT) o 
etopósido [166]. 
Finalmente, la fosfatasa PP4 también se requiere para la reparación del ADN 
mediante HR. Como se mencionaba anteriormente, esta vía precisa de resección para 
la búsqueda de homología, y el ssADN producido es recubierto por RPA. RPA es un 
complejo heterotrimérico compuesto por varias subunidades, entre las que se 
encuentra RPA2, otra diana del complejo Ppp4-R2 en respuesta a estrés replicativo o 
daño. Ppp4 interacciona con RPA2 para promover su desfosforilación, una asociación 
dependiente de daño y mediada por la subunidad reguladora R2. Unos niveles 
elevados de RPA2 fosforilado impiden la reparación de DSBs por HR al dificultar la 
unión de Rad51 en el ADN. Confirmando estos datos, mutantes fosfomiméticos de 
RPA2 muestran menor eficiencia de reparación por HR de DSBs inducidos por I-SceI 
que una cepa silvestre, implicando directamente a la desfosforilación de RPA2 por PP4 
en los eventos de reparación [167]. Por otra parte, la desfosforilación de γ-H2AX por 
PP4 también es esencial para estimular la reparación del ADN. La holoenzima Ppp4-
R2-R3B de humanos elimina γ-H2AX fosforilada por ATR para fomentar una reparación 
adecuada de la molécula de ADN durante la replicación [68, 69]. Al mismo tiempo, PP4 
regula los niveles basales de fosforilación de H2AX en ausencia de daño exógeno, una 
función que parece estar conservada y que realiza el complejo Ppp4-R2-R3 en 
humanos, y Pph3-Psy2-Psy4 en levadura [68-70]. Teniendo en cuenta que Pph3 no se 
localiza en las lesiones del ADN, la función de PP4 en la desfosforilación de γ-H2AX 
podría ocurrir una vez que la histona ha sido retirada de la cromatina [70]. Finalmente, 
Pph3 parece desempeñar funciones redundantes con Ptc2 y Ptc3, las subunidades 
catalíticas de PP2C, durante la reparación mediante HR, teniendo en cuenta que la 
depleción simultánea de estas fosfatasas conduce a defectos en la reparación de DSBs, 
mientras que ni la inactivación simple pph3Δ ni la doble ptc2Δ ptc3Δ disminuyen la 
regeneración de la molécula de ADN [168].  
En conjunto, estos datos indican que PP4 controla múltiples aspectos del DDR, 
incluyendo la reparación, el checkpoint de daño y la reentrada en el ciclo celular, 
actuando sobre diversas dianas (Fig. 8). Sin embargo, se desconoce el papel preciso 





cómo se regula su actividad a lo largo de la activación del DDR, y cuál es el mecanismo 
molecular por el que esta fosfatasa ejerce esta función durante la respuesta a daño. 
 
 
Figura 8. Resumen general de la implicación de PP4 en el DDR. En la figura se indican los 
sustratos de la fosfatasa PP4 en cada paso de la respuesta a daño en el ADN, señalando los 
organismos en los que han sido identificados (humanos, Saccharomyces cerevisiae y Drosophila 
melanogaster). Se muestran las dianas de la fosfatasa en reparación por recombinación 
















































1. Determinar la posible función de la fosfatasa PP4 en la reparación de cortes de doble 
cadena en el ADN. 
 
2. Identificar sustratos de PP4 durante la respuesta a daño en el ADN. 
 
3. Caracterizar el mecanismo molecular de actuación de PP4 durante la reparación. 
 
4. Estudiar el significado fisiológico de la desfosforilación de componentes del DDR por 





































3.1. La fosfatasa PP4 está implicada en el proceso de reparación del ADN 
3.1.1. PP4 es necesaria para mantener la viabilidad celular en condiciones de 
estrés genotóxico 
Existen diversos estudios que demuestran la implicación de las proteínas quinasas 
en diferentes etapas de la respuesta a daño en el ADN a través de la modulación de 
distintas dianas del DDR. Sin embargo, la participación de las fosfatasas en la respuesta a 
daño en el ADN no ha sido un campo muy estudiado hasta la fecha. Además, aunque 
algunas de estas enzimas han sido caracterizadas en diferentes condiciones de estrés 
genotóxico, la función específica de cada fosfatasa en el DDR sigue siendo imprecisa. Una 
de ellas es la proteína fosfatasa 4, que ya ha sido involucrada en algunos de los eventos 
que tienen lugar durante la respuesta a daño en el ADN, principalmente en la 
desactivación del checkpoint de daño y la reentrada en el ciclo celular [69, 70, 75]. Sin 
embargo, diferentes estudios también han involucrado a esta fosfatasa en la activación 
de dicho checkpoint [157], en reparación por NHEJ [166] o reparación por SSA, esta última 
función de manera redundante junto a Ptc2 y Ptc3 [168]. No obstante, aunque existen 
evidencias previas que apuntan a esta fosfatasa como una pieza clave en la reparación de 
cortes de doble cadena en el ADN, aún se desconocen los mecanismos moleculares que 
regulan su participación en la reparación. 
Para empezar a caracterizar la posible función de PP4 en el DDR de Saccharomyces 
cerevisiae, analizamos la viabilidad celular en respuesta a distintos agentes genotóxicos 
mediante el uso de diluciones seriadas de células silvestres y pph3Δ (Fig. 9). Para ello, se 
utilizó 4-nitroquinolina-1-óxido (4-NQO), droga que mimetiza a la luz UV; hidroxiurea, 
inhibidor de la ribonucleótido reductasa; metil-metanosulfonato, un agente alquilante; y 
fleomicina, compuesto radiomimético que genera DSBs. Como control negativo se utilizó 
dimetil sulfóxido (DMSO), solvente en el que se encuentran disueltas la mayoría de las 
drogas utilizadas. Tanto la cepa silvestre como el mutante carente de actividad fosfatasa 
PP4 presentan un crecimiento similar en placas de medio rico sin compuestos que 
inducen daño en el ADN (DMSO). Sin embargo, la estirpe pph3Δ muestra una reducción 





componentes pueden generar, directa o indirectamente, roturas de doble cadena en el 
ADN, estos resultados sugieren que la fosfatasa PP4 podría tener un papel en la 
reparación de DSBs. Aun así, no podemos descartar que estos efectos puedan ser debidos 
a la función previamente descrita de PP4 en el control del checkpoint de daño. Por otro 
lado, dado que mutantes carentes de actividad fosfatasa asociada a PP4 dan lugar a la 
pérdida de viabilidad en respuesta a distintos compuestos genotóxicos, estos resultados 
sugieren que PP4 podría participar en la respuesta a una gran variedad de lesiones en el 
material genético. Cabe destacar que células pph3Δ no manifiestan sensibilidad a 
hidroxiurea, lo que indica que la actividad de la fosfatasa no está ligada a daños 
relacionados con estrés replicativo. 
 
 
3.1.2. PP4 participa en la reparación de DSBs mediada por SSA/BIR 
Como se mencionaba anteriormente, la función de PP4 en el DDR descrita 
inicialmente fue su capacidad para desactivar el checkpoint de daño una vez que la lesión 
ha sido reparada. Sin embargo, también existen diversas evidencias que apuntan a su 
participación en el proceso de reparación. Teniendo esto en cuenta, así como que su 
eliminación afecta a la viabilidad en presencia de agentes que inducen daños en el ADN, 
decidimos analizar si PP4 presenta una función directamente relacionada con la 
reparación de cortes de doble cadena en el material genético.  
Para ello, utilizamos el sistema endógeno del locus MAT (del inglés mating type) y la 
endonucleasa HO de S. cerevisiae, que la levadura utiliza para cambiar de tipo sexual. Esto 
Fig. 9. La viabilidad de un mutante pph3Δ se ve reducida en presencia de agentes genotóxicos. 
Se sembraron diluciones seriadas 1:10 de cultivos en crecimiento exponencial de una cepa 
silvestre (AC218) y un mutante pph3Δ (AC1327) en placas de YPD junto a DMSO (control no 
tratado), HU (5 mM), 4-NQO (0,2 µM), MMS (0,005%) y Fleomicina (0,250 µM). Las gotas se 








se consigue mediante la generación de un DSB en dicho locus MAT del cromosoma III; 
este corte puede repararse mediante recombinación con una de las secuencias HMRa o 
HMLα, loci presentes en ambos brazos del cromosoma III y transcripcionalmente 
inactivos. En el laboratorio disponemos de una herramienta basada en la expresión 
controlada de la endonucleasa, gracias a que el gen HO se encuentra regulado bajo el 
promotor inducible GAL1 en el cromosoma IV. De esta manera, tras la adición de 
galactosa al medio de cultivo es posible inducir un corte de doble cadena en una secuencia 
específica localizada en el locus MAT. El DSB generado puede ser reparable o no 
reparable, en función de si se disrumpen o no las regiones homólogas HMRa y HMLα. 
Además, se pueden incorporar otras secuencias homólogas al sitio de corte en el mismo 
o en otros cromosomas, de manera que es posible generar un DSB localizado que pueda 
repararse por distintas vías en función de la modificación genética introducida. De este 
modo, las diversas variantes del sistema HO permiten estudiar distintos aspectos del DDR. 
Con el fin de estudiar la posible función de PP4 en la reparación de lesiones en el 
material genético, analizamos en primer lugar la cinética de reparación por SSA/BIR en 
presencia y ausencia de la subunidad catalítica Pph3. Para ello, utilizamos un fondo 
genético YMV80, que dispone de una variante del sistema HO que posibilita estudiar la 
reparación por estas dos vías. En concreto, estas cepas contienen un sitio de 
reconocimiento para la endonucleasa HO de 117 pares de bases en el locus LEU2 del 
cromosoma III. El extremo derecho del corte generado, en adelante denominado U2, 
presenta homología con una secuencia situada a 25 kb de distancia del sitio HO [119] (Fig. 
10). Así, la región donadora comparte homología únicamente con uno de los extremos 
del DSB. En esta situación, la reparación puede ocurrir por 1) SSA, ruta de reparación 
independiente de Rad51, o por 2) BIR, sistema de reparación que depende de la actividad 
de Rad51 para su ejecución. Durante la reparación por SSA, la resección extensiva de la 
zona del corte expone cadena sencilla de las dos secuencias homólogas U2 (corte y 
donador) (Fig. 10). Una vez encontrada la homología, las cadenas complementarias 
anillan entre sí y las colas no complementarias se eliminan. En un último paso, los huecos 
son completados mediante síntesis de ADN y ligados (Fig. 10). Si la reparación ocurre 
mediante BIR, el ADN monocatenario generado durante la resección invade la zona de 
homología, lugar donde se forma una horquilla de replicación que copia la información 





conlleva la duplicación del cromosoma. Ambas vías, tanto SSA como BIR, dan lugar al 
mismo producto de reparación (Fig. 10). 
 
 
Para estudiar el posible papel de PP4 en la reparación de DSBs, expresamos la 
endonucleasa HO en cultivos asincrónicos de células silvestres y pph3Δ utilizando para 
ello el fondo genético mencionado anteriormente. Se tomaron muestras a diferentes 
tiempos hasta un total de 24 h con el fin de analizar la eficiencia de reparación mediante 
Southern blot. Mientras ambas cepas inducen el corte con la misma eficacia, las células 
carentes de actividad PP4 muestran un retraso en la regeneración del producto de 
reparación en comparación con la cepa control (Fig. 11). En correlación con el retraso en 
la reparación de la lesión, ensayos de FACS revelan que el mutante pph3Δ presenta un 
retardo en la reentrada en el ciclo celular con respecto a la cepa silvestre (Fig. 12). Estos 
Fig. 10. Representación esquemática del sistema de reparación utilizado para analizar SSA/BIR 
(fondo genético YMV80). En la imagen se indica la localización de la sonda U2, los sitios de 
restricción y la enzima utilizada en los experimentos de Southern blot. Se reflejan también los 
tamaños de los fragmentos de restricción en los que hibridan las sondas, así como su 









experimentos indican que la fosfatasa PP4 es necesaria para ejecutar correctamente las 
rutas SSA/BIR durante la reparación de un DSB en el genoma. 
 
 
Fig. 11. La reparación por SSA/BIR está disminuida en ausencia de actividad PP4. Células 
silvestres (AC218) y pph3Δ (AC1327) del fondo genético YMV80 (Fig. 10) se crecieron en YP-
Rafinosa a 28ºC hasta alcanzar un crecimiento exponencial, momento en que se indujo la 
expresión de la endonucleasa HO mediante la adición de galactosa. Se tomaron muestras a 
distintos tiempos hasta 24 h y se realizaron ensayos físicos para analizar la reparación del DSB 
introducido en el locus LEU2 del cromosoma III. Se extrajo el ADN, se digirió con KpnI y se 
analizó mediante Southern blot. Las membranas se hibridaron con una sonda específica de la 
secuencia U2 y una sonda de actina como control de carga. Las gráficas muestran la 
cuantificación del Donador, el Producto, el No cortado y el Corte normalizando los datos con 
la actina. Se ha representado la media ± SD de las señales de las bandas procedentes de tres 
experimentos diferentes. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas 













Fig. 12. El mutante pph3Δ presenta una cinética más lenta de reentrada en el ciclo celular que 
una cepa silvestre. En la imagen se muestran los perfiles de FACS de las muestras tomadas en el 






3.2. PP4 regula el estado de fosforilación de diferentes dianas del DDR 
3.2.1. Múltiples factores incrementan su nivel de fosforilación en ausencia de 
PPH3 tras la inducción de un daño en el ADN 
Una vez demostrado que PP4 desempeña un papel en la reparación de un corte de 
doble cadena por SSA/BIR, decidimos buscar potenciales dianas de la fosfatasa 
relacionadas con el DDR mediante espectrometría de masas. Para ello, analizamos 
distintas muestras tomadas del experimento descrito en el apartado anterior, tanto en 
un fondo silvestre como en células carentes de actividad PP4. En concreto, buscamos 
diferencias en los niveles de fosforilación de proteínas entre ambas cepas a tiempos 0, 6 
y 12 h tras la inducción de un DSB. La muestra tomada antes de la expresión de la 
endonucleasa HO nos permitiría encontrar variaciones de fosforilación entre un silvestre 
y un pph3Δ en ausencia de daño. Por otra parte, dado que 6 h después de la generación 
del DSB aún no es visible la banda correspondiente al producto de reparación ni en el 
control ni en el mutante (Fig. 11), los resultados procedentes del análisis de esta muestra 
posibilitarían encontrar dianas relacionadas directamente con el proceso de reparación. 
De esta manera, aquellas proteínas con un nivel de fosforilación incrementado en células 
pph3Δ a 6 h serán potenciales sustratos de la fosfatasa involucrados en la reparación del 
ADN. Finalmente, 12 h después de la adición de galactosa al cultivo, tanto células 
silvestres como mutantes han reparado completamente la lesión (Fig. 11). Por tanto, los 
cambios de fosforilación dependientes de PP4 encontrados en esta muestra 
representarán putativas dianas de la fosfatasa relacionadas con la reentrada en el ciclo 
celular una vez que el daño se ha regenerado.  
El ensayo de espectrometría de masas nos permitió encontrar 11.974 péptidos con 
un nivel de fosforilación diferente entre el control y el mutante pph3Δ. A partir de ellos, 
se identificaron 180 proteínas previamente involucradas en el DDR que presentaban al 
menos un sitio de fosforilación hiperfosforilado en ausencia de PP4. A continuación, 
calculamos el estado de fosforilación promedio de las más destacadas a partir del nivel 
de fosforilación de los fosfo-péptidos encontrados en el escrutinio para los tiempos 0, 6 y 
12 h tras la generación del DSB. La figura 13 representa una comparación cuantitativa de 








Los datos promedio de fosforilación de cada proteína en la cepa silvestre y la cepa 
pph3Δ a 0, 6 y 12 h también se han representado con una leyenda de color en el diagrama 
de la figura 14. Entre los potenciales sustratos de PP4 encontrados, aparecen proteínas 
ya descritas previamente como dianas de la fosfatasa, como RPA [167], la histona H2A 
[68, 70] o Rad53 [75, 169]. Como se puede observar, la eliminación de PPH3 da lugar a un 
aumento de la fosforilación de la mayoría de estas dianas a 6 h tras la inducción del DSB, 
momento en el que aún no se ha acumulado el producto de reparación (Fig. 11). Este 
resultado sugiere que la actividad de PP4 podría ser necesaria para contrarrestar el efecto 
de quinasas del DDR durante la reparación de una lesión en el ADN. Aun así, muchas de 
estas proteínas también presentan niveles de fosforilación incrementados en ausencia de 
Pph3 tras 12 h de la inducción del HO; teniendo en cuenta que en ese punto las células ya 
han completado el proceso de reparación del daño (Fig. 11), este dato refleja la función 
de la fosfatasa en la desactivación del checkpoint y la reentrada en el ciclo celular. Por 
tanto, el ensayo realizado en este apartado nos permite identificar potenciales sustratos 
de la fosfatasa durante el DDR, y diferenciar entre las dianas de PP4 que están 
Fig. 13. La disrupción de PPH3 afecta al estado de fosforilación de múltiples proteínas 
relacionadas con el DDR. Células silvestres (AC218) y pph3Δ (AC1327) del fondo YMV80 se 
crecieron hasta fase exponencial en YP-Rafinosa y se procedió a la inducción del DSB mediante 
la adición de galactosa a los cultivos. Se tomaron muestras a 0, 6 y 12 h después de la generación 
del HO, que fueron procesadas y analizadas mediante espectrometría de masas. En los esquemas 
se representa la ratio pph3Δ/silvestre para diversas proteínas relacionadas con la respuesta a 







relacionadas con su función en la reparación de cortes en el ADN y las que están 
vinculadas con la desactivación del checkpoint de daño.  
 
 
3.2.2. Rad53 es un sustrato de PP4 durante la reparación de una lesión en el 
genoma 
Entre las potenciales dianas de la fosfatasa encontradas en el apartado anterior, 
destacamos la quinasa central del checkpoint Rad53. La desfosforilación de Rad53 por PP4 
ha sido previamente descrita, siendo necesaria para la reentrada en el ciclo celular tras la 
inducción de estrés genotóxico mediante tratamiento con MMS [75, 169]. Sin embargo, 
el ensayo de espectrometría de masas reveló que Rad53 presenta unos niveles muy altos 
de fosforilación en un mutante pph3Δ tras 6 horas desde la inducción del DSB (Fig. 13, Fig. 
14). Curiosamente, en este tiempo aún no se detecta la formación de un producto de 
reparación, lo que sugiere la posibilidad de que PP4 también pueda actuar sobre Rad53 
Fig. 14. PP4 controla el estado de fosforilación de 
diversas dianas durante la respuesta a daño en el ADN. 
Se cultivaron hasta fase de crecimiento exponencial 
células silvestres (AC218) y pph3Δ (AC1327) del fondo 
YMV80 en YP-Rafinosa y después se añadió galactosa al 
medio para inducir un DSB en el locus LEU2 del 
cromosoma III. Se tomaron muestras 0, 6 y 12 h después 
de la inducción del HO en dos replicados biológicos 
independientes, que se procesaron y se sometieron a un 
análisis mediante espectrometría de masas. Se 
seleccionaron proteínas implicadas previamente en el 
DDR que poseían al menos un fosfo-péptido enriquecido 
en ausencia de PP4 y se clasificaron según su nivel de 
fosforilación medio, calculado a partir de la fosforilación 
de los fosfo-péptidos encontrados para cada sustrato. 
En la imagen se muestra esa clasificación para los 
factores identificados más importantes en las tres 
condiciones analizadas, para el silvestre y el pph3Δ. El 
mapa representa el incremento en Log2 sobre el 
máximo, donde los colores indican la cantidad relativa 






durante la etapa de reparación. Con el objetivo de validar la actividad fosfatasa de PP4 
sobre Rad53 durante la reparación de una lesión en el ADN, realizamos experimentos de 
Western blot para detectar cambios en los niveles de fosforilación de la quinasa tras la 
inducción de un corte de doble cadena. Después de inducir la endonucleasa HO bajo las 
mismas condiciones utilizadas en el experimento de la figura 11 en una cepa control y 
células pph3Δ, se confirmaron los resultados previamente obtenidos en el escrutinio. Así, 
la ausencia de actividad fosfatasa asociada a PP4 produce un aumento significativo del 
estado de fosforilación de Rad53 en comparación con la cepa silvestre 6 h después de la 
generación del daño (Fig. 15). Estos resultados confirman que PP4 regula el estado de 
fosforilación de Rad53 durante los primeros estadios de la reparación, y sugiere que su 
actividad podría ser necesaria para controlar distintos eventos de la reparación a través 
de su capacidad para modular la actividad quinasa de Rad53. 
 
 
En la secuencia de aminoácidos de la proteína Rad53 se puede destacar un dominio 
central serina/treonina quinasa, rodeado por dos dominios FHA (forkhead-associated) 
denominados FHA1 y FHA2 [170]. Además, se pueden encontrar dos regiones SQ/TQ 
enriquecidas en sitios de fosforilación para Mec1/Tel1 [171], y un dominio NLS en el 
extremo C-terminal [172] para su translocación al núcleo (Fig. 16A). Con el fin de 
profundizar en la capacidad de PP4 para desfosforilar Rad53, decidimos analizar los 
perfiles de fosforilación de la quinasa mediante el análisis de los datos de la 
espectrometría de masas obtenidos previamente. Para ello se buscaron diferencias en el 
estado de fosforilación de cada uno de los residuos potenciales de ser fosforilados 
durante el DDR entre una cepa control y un mutante pph3Δ. Así, encontramos 16 residuos 
Fig. 15. La inactivación de PP4 deriva en un incremento en los niveles de fosforilación de Rad53 
durante la respuesta a daño en el ADN. Se crecieron cultivos de células silvestres (AC218) y 
pph3Δ (AC1327) hasta fase exponencial en medio con rafinosa, que después se suplementó con 
galactosa para inducir la expresión de la endonucleasa HO. Se tomaron muestras en los tiempos 
indicados, se extrajeron las proteínas con TCA y se analizaron mediante Western blot. Se muestra 









en la secuencia de Rad53 que son potencialmente fosforilados en respuesta a daño en el 
ADN. Antes de la inducción de la endonucleasa HO, el perfil de fosforilación de la quinasa 
es muy similar entre ambas cepas, estando la mayoría de estos residuos desfosforilados 
Fig. 16. PP4 mantiene los niveles de autofosforilación de Rad53 durante la respuesta a daño 
en el ADN. A) Representación esquemática de Rad53 en Saccharomyces cerevisiae, donde se 
identifican las regiones SQ/TQ (amarillo), los dominios FHA1 y FHA2 (azul), el dominio quinasa 
(rojo) y la señal de localización nuclear (verde), junto a una escala numérica de los residuos 
aminoacídicos que abarca cada zona. B) Las gráficas representan las P-intensidades normalizadas 
de los fosfo-péptidos identificados en Rad53 a 0, 6 y 12 h después de la inducción del HO en el 
experimento descrito en las figuras 13 y 14, para la cepa silvestre (AC218) y el mutante pph3Δ 
(AC1327). La fosforilación de los dominios FHA2 y NLS de Rad53 se ve afectada por la inactivación 







(Fig. 16B, panel superior). Sin embargo, la Ser774, residuo diana de Cdk en un ciclo celular 
en ausencia de daño [173], constituye una excepción, apareciendo fosforilada tanto en la 
cepa silvestre como en el mutante pph3Δ con unos niveles similares (Fig. 16B, panel 
superior). Se ha descrito previamente que la fosforilación de esta serina está implicada 
en morfogénesis, pero no tiene ninguna función en el DDR [173]. Como cabría esperar, 6 
horas después de la expresión de la endonucleasa HO se observa un incremento 
generalizado en el estado de fosforilación de Rad53 en las dos cepas analizadas. Sin 
embargo, a diferencia de las células control, la ausencia de actividad PP4 produce un 
estado de hiperfosforilación en torno al dominio FHA2 de Rad53 (Fig. 16B, panel medio). 
Finalmente, 12 horas después de la generación del DSB todos los sitios de fosforilación 
detectados reducen la fosforilación en una cepa silvestre, si bien células sin PPH3 
acumulan aún altos niveles de fosforilación en torno al dominio FHA2 y la secuencia NLS 
(Fig. 16B, panel inferior). 
Dado que la fosforilación del dominio FHA2 se ha relacionado directamente con un 
estado activo de Rad53 [53], y que tanto la región FHA2 como la NLS han sido descritas 
como zonas de autofosforilación de Rad53 [172, 174], estos resultados sugieren que PP4 
podría reducir la actividad de Rad53 contrarrestando su propia autofosforilación. En 
conjunto, podemos concluir que PP4 está controlando el estado de fosforilación de 
múltiples factores a lo largo de la respuesta a daño en el ADN, probablemente mediante 
el control que esta fosfatasa ejerce sobre la actividad quinasa de Rad53 a lo largo del 
proceso. Es importante destacar que este control tiene lugar no solamente durante la 
desactivación del checkpoint, sino también durante los primeros estadios de la 
reparación. Esto sugeriría que la actividad fosfatasa de PP4 sobre Rad53 durante la 






3.3. La fosfatasa PP4 participa en resección y reparación del ADN a través 
de la modulación del estado de fosforilación de Rad53 
3.3.1. PP4 participa en la correcta ejecución de la resección 
Como hemos visto anteriormente, PP4 desempeña un papel importante en la 
regulación del proceso de reparación y es esencial para que la restauración de una lesión 
en el ADN mediante SSA/BIR ocurra eficientemente. Además, la actividad de PP4 se 
requiere para mantener un nivel adecuado de fosforilación de múltiples factores 
involucrados en el DDR. Particularmente, es clave para evitar un estado hiperfosforilado 
de Rad53 a lo largo de la respuesta. Estudios previos han demostrado que la fosforilación 
de Exo1 por Rad53 forma parte de un bucle de retroalimentación positiva que inhibe la 
actividad exonucleasa de la enzima con el fin de impedir una acumulación excesiva de 
ADN monocatenario durante la resección [81]. Por otra parte, Rad53 se ha implicado en 
la regulación del reclutamiento de Rad9 en las inmediaciones de un DSB [175]. Esta unión 
de Rad9 al ADN limita la actividad de Sgs1/Dna2 al impedir la unión de Sgs1 a la zona del 
daño, inhibiendo de este modo la resección [82, 83]. Por tanto, estos datos sugieren que 
el control que PP4 ejerce sobre Rad53 podría estar implicado en la regulación de la 
resección. Así, la hiperfosforilación de Rad53 observada en ausencia de PPH3 podría 
afectar negativamente a este proceso y, por consiguiente, a la correcta ejecución de las 
rutas SSA/BIR.  
Con el objetivo de determinar la posible implicación de PP4 en el proceso de 
resección, utilizamos una estirpe del fondo genético JKM139. Esta cepa se caracteriza por 
contener un sitio HO no reparable debido a la eliminación de las secuencias donadoras 
HMRa/HMLα que se encuentran a ambos lados del locus MAT [176]. Este sistema es una 
herramienta muy útil para el estudio de la resección, puesto que la carencia de los loci 
homólogos HMRa/HMLα evita posibles eventos de recombinación que podrían 
enmascarar el potencial fenotipo asociado al procesamiento 5’-3’ de la molécula de ADN. 
Además, la cinética de degradación de una de las hebras del ADN tras la formación del 
DSB puede analizarse mediante experimentos de Southern blot. Esto facilita la 
caracterización de la influencia de distintos factores en el proceso y la comparación de su 
cinética entre distintas cepas. A nivel técnico, estos ensayos físicos se basan en la 





medida que la hebra 5’ va siendo degradada por la maquinaria de resección, se pierden 
los sitios de restricción de las enzimas en esas zonas, que no pueden cortar ADN 
monocatenario. En consecuencia, la intensidad de las bandas correspondientes a esos 
fragmentos de ADN disminuye. De este modo, la desaparición progresiva de la intensidad 
de cada banda se correlaciona directamente con la actividad del proceso de resección 
para cada distancia analizada (Fig. 17). 
 
 
En primer lugar, quisimos comprobar si en ausencia de PPH3 la inducción de un corte 
de doble cadena no reparable en el genoma también incrementa los niveles de 
fosforilación de Rad53, tal y como ocurre en el fondo genético YMV80 (Fig. 15). Para ello, 
se crecieron células silvestres y pph3Δ en YP-rafinosa y se sincronizaron en G1 con la 
feromona factor α. Tras la liberación del bloqueo durante 1 h en medio fresco, se añadió 
galactosa al medio de cultivo con el fin de inducir el DSB, se tomaron muestras a 
Fig. 17. Representación esquemática del sistema de reparación utilizado para analizar la 
resección (fondo genético JKM139). La flecha indica la posición del corte de doble cadena no 
reparable y el diagrama incluye las distancias desde ese sitio HO en el locus MAT que se analizan 
mediante Southern blot. Pueden observarse los sitios de restricción, la enzima y la localización 
de las sondas utilizados en el análisis. En la gráfica se incluyen los tamaños de los fragmentos de 
restricción StyI-StyI para cada sonda. Cabe destacar que estos fragmentos se detectan 
únicamente cuando están formados por ADN de doble cadena y la enzima StyI detecta los sitios 
de restricción a ambos lados. Cuando la resección avanza y se genera ADN de cadena sencilla, la 









diferentes tiempos y se analizó la fosforilación de Rad53 mediante Western blot. Como 
puede observarse en la figura, tras la generación de una lesión en el genoma en ausencia 
de actividad de PP4 se produce de nuevo un incremento en el estado de fosforilación de 
Rad53 en comparación con la cepa control (Fig. 18A). Hay que destacar que el hecho de 
que un daño no reparable en ausencia de PPH3 también dé lugar a un aumento en los 
niveles de fosforilación de Rad53 confirma que PP4 está actuando sobre Rad53 desde las 
etapas iniciales del proceso de reparación.  
 
 
Con el fin de estudiar la cinética de resección en estas cepas diseñamos varias sondas 
que reconocían regiones específicas de ADN localizadas a 0,7 kb, 3 kb, 6 kb, 10 kb y 21 kb 
desde el sitio HO (Fig. 17) y analizamos la cinética de desaparición de la señal para cada 
una de estas distancias mediante Southern blot. Células control y pph3Δ fueron cultivadas 
Fig. 18. Rad53 se hiperfosforila en ausencia de actividad PP4 durante la inducción de un corte 
HO no reparable. A) Cultivos en crecimiento exponencial en YP-Rafinosa de células silvestres 
(AC406) y pph3Δ (AC1366) del fondo JKM139 descrito en la figura 17 fueron sincronizados en G1 
usando la feromona factor α. Se liberaron en medio fresco durante 1 h y se indujo un DSB 
añadiendo galactosa. Se tomaron muestras a los tiempos indicados, se extrajeron las proteínas 
con TCA y se realizaron ensayos de Western blot. Se muestra la tinción con Coomassie como 
control de carga. B) En la imagen se muestran los perfiles de FACS de las muestras tomadas en 











en YP-rafinosa y sincronizadas en G1 con factor α. Tras la liberación del bloqueo durante 
1 h en medio sin feromona, expresamos la endonucleasa HO para generar el DSB y 
Fig. 19. PP4 es esencial para que la eficiencia de resección del ADN sea adecuada. Se tomaron 
muestras de cepas silvestre (AC406) y pph3Δ (AC1366) del fondo JKM139 (Fig. 17) en las mismas 
condiciones que el experimento descrito en Fig. 18A. Se procedió a la extracción del ADN, que 
se digirió con StyI y se sometió a análisis físicos mediante Southern blot. En la imagen aparecen 
las bandas correspondientes a varias sondas localizadas a distancias crecientes del sitio de corte 
(0,7, 3, 6, 10 y 21 kb). Se utilizó también una sonda de actina como control de carga. Las gráficas 
incluyen la cuantificación de estas bandas normalizadas con la actina, representando la Media ± 
SD de tres experimentos independientes. Los p-valores han sido calculados utilizando un test T 









tomamos muestras cada hora. Los experimentos de FACS mostraron que ambas cepas 
entran en el ciclo celular y se bloquean en G2/M con la misma cinética, confirmando que 
la ausencia de actividad PP4 no influye en la capacidad de respuesta ante un corte de 
doble cadena (Fig. 18B). El análisis mediante Southern blot demuestra que, mientras 
ambas cepas generan el DSB con la misma eficiencia, la eliminación de PPH3 da lugar a 
una reducción leve pero significativa en la eficiencia de resección en comparación con la 
cepa control (Fig. 19). Este retraso de la velocidad de resección es más visible cuánto más 
nos alejamos del sitio de corte del HO, debido a que la maquinaria de resección precisa 
más tiempo para alcanzar puntos más distantes, lo que hace incrementar las diferencias 
entre los dos fondos estudiados. Estos experimentos sugieren que en ausencia de 
actividad PP4 la disminución de la ejecución de SSA/BIR observada es debida a una 
ineficiente resección durante los primeros estadios de la reparación del ADN. 
3.3.2. La reducción de los niveles de fosforilación de Rad53 alivia los defectos 
en resección de los mutantes pph3Δ 
Los resultados del ensayo de espectrometría de masas revelan que PP4 actúa 
específicamente sobre el dominio FHA2 de Rad53 durante el DDR, contrarrestando así su 
propia autofosforilación (Fig. 16). Además, la fosfatasa PP4 se requiere para que la 
resección del ADN en el DSB sea eficiente, puesto que en su ausencia la cinética del 
proceso disminuye (Fig. 19). Por ello, nos preguntamos si la reducción de la 
autofosforilación de Rad53 podría ser suficiente para revertir los defectos en resección 
que aparecen en mutantes pph3Δ. Con el fin de eliminar la autofosforilación de Rad53 en 
mutantes pph3Δ, sustituimos la versión endógena de la proteína por la variante 
catalíticamente inactiva rad53K227A [177]. Células pph3Δ y pph3Δ rad53K227A del fondo 
genético JKM139 (Fig. 17) se crecieron en YP-rafinosa, se bloquearon en G1 con feromona 
factor α y se liberaron en medio fresco durante 1 h. Transcurrido ese tiempo, se indujo el 
DSB mediante la adición de galactosa al cultivo y se tomaron muestras a distintos 
intervalos. En primer lugar, se analizó el estado de fosforilación de Rad53 mediante 
Western blot. Como cabría esperar, la introducción del alelo rad53K227A reduce los altos 
niveles de fosforilación de Rad53 que existen en mutantes pph3Δ en respuesta a daño 
(Fig. 20A). Este resultado confirma que la hiperfosforilación de Rad53 observada al 







Si los defectos de resección observados en ausencia de PPH3 son debidos a los altos 
niveles de fosforilación encontrados en Rad53, la incorporación del alelo rad53K227A 
debería restaurar los niveles de resección de los mutantes pph3Δ. Con el fin de comprobar 
esta hipótesis, decidimos analizar la cinética de resección en células pph3Δ y 
pph3Δ rad53K227A tras la inducción de un corte no reparable. Como puede observarse 
en el Southern blot, mientras ambas cepas inducen el daño de manera similar, la eficiencia 
de resección de un pph3Δ rad53K227A es ligeramente superior a la del mutante simple 
pph3Δ, (Fig. 21). Esto apoya la idea de que PP4 contrarresta la autofosforilación de Rad53 
para reducir su efecto inhibitorio sobre la resección.  
Fig. 20. La introducción del alelo rad53K227A reduce los niveles de fosforilación de Rad53. A) 
Cultivos en crecimiento exponencial de células pph3Δ (AC1366) y pph3Δ rad53K227A (AC1494) 
del fondo JKM139 (Fig. 17) fueron sincronizados en G1 añadiendo factor α y liberados en medio 
sin la feromona durante 1 h. Se indujo la expresión de la endonucleasa HO mediante la adición 
de galactosa al medio y se tomaron muestras en los tiempos indicados, que se procesaron para 
la realización de un Western blot. La tinción con Coomassie fue utilizada como control de carga. 










Hay que destacar que células en las que se sustituye la versión silvestre de RAD53 
por el alelo rad53K227A, a pesar de tener una versión atenuada de la quinasa, son 
perfectamente capaces de activar el checkpoint de daño y bloquearse en G2/M en 
Fig. 21. La reducción de la fosforilación de Rad53 en mutantes pph3Δ mejora la cinética de 
resección. Muestras tomadas de los mutantes pph3Δ (AC1366) y pph3Δ rad53K227A (AC1494) 
en el experimento indicado en la figura 20 fueron analizadas mediante Southern blot, después 
de la extracción del ADN genómico y su digestión con StyI. Las bandas fueron cuantificadas, 
normalizadas con la actina y representadas gráficamente. En las gráficas se ha representado la 
Media ± SD de tres experimentos independientes, y los p-valores se calcularon utilizando un test 








respuesta a un DSB bajo nuestras condiciones experimentales (Fig. 20B). Aun así, se pudo 
observar que algunas células escapaban del arresto a tiempos más tardíos, 
probablemente debido a la incapacidad de mantener activa la respuesta [178]. Por tanto, 
podemos excluir la posibilidad de que la mejoría en resección observada en estirpes 
rad53K227A se deba a un efecto dependiente del ciclo debido a un arresto inapropiado 
en G2/M. Estos experimentos permiten concluir que el efecto de PP4 en el control de la 
fosforilación de Rad53 durante las fases iniciales de la ruta de reparación está 
directamente relacionado con su capacidad para estimular la resección.  
3.3.3. La reparación por SSA/BIR mejora cuando se disminuyen los niveles de 
fosforilación de Rad53 
Como se ha mostrado previamente, en ausencia de PPH3 la eficiencia de reparación 
por SSA/BIR está disminuida en comparación con una cepa control (Fig. 11). Además, la 
eliminación de PPH3 da lugar a un estado hiperfosforilado de Rad53 en respuesta a daño 
que causa defectos en resección (Fig. 18A, Fig. 20A, Fig. 21). Con todo esto, decidimos 
comprobar si la reducción en la capacidad de reparación de un mutante pph3Δ está 
relacionada con la influencia negativa que ejerce la hiperactivación de Rad53 sobre la 
resección. Si esto es así, la disminución de los niveles de Rad53 fosforilado en células 
pph3Δ debería mejorar la capacidad de reparación por SSA/BIR observada en ausencia de 
actividad PP4. Para ello, introducimos el alelo rad53K227A en un fondo genético YMV80 
y analizamos la eficiencia de reparación bajo estas condiciones (sistema de reparación 
descrito en la figura 10).  
En primer lugar, comprobamos que la sustitución de la versión endógena de Rad53 
por la variante catalíticamente inactiva reduce la fosforilación de la quinasa tras la 
inducción de un daño en el genoma. Para ello, se crecieron células silvestres y 
rad53K227A en YP-rafinosa, se añadió galactosa al cultivo para generar un DSB y se 
tomaron muestras a diferentes tiempos. A partir de ellas se analizó la fosforilación de 
Rad53 mediante Western blot. Como cabría esperar, la sustitución del alelo endógeno de 
Rad53 por la variante inactiva produce una reducción de la proporción de Rad53 







A continuación, y con el fin de determinar la influencia del estado de fosforilación 
de Rad53 en la regeneración de un DSB, examinamos la eficiencia de reparación de estas 
cepas por SSA/BIR mediante Southern blot, utilizando para ello muestras tomadas del 
experimento anterior. Cabe destacar que la autoactivación de Rad53 es importante para 
la reparación por estas vías, ya que mientras ambas cepas inducen el daño de modo 
similar, la sustitución de RAD53 por la versión rad53K227A reduce la cinética en la 
aparición del producto de manera significativa en comparación con el control (Fig. 23). Es 
importante resaltar que, a pesar de esta reducción en la eficiencia de regeneración de la 
molécula de ADN, las células rad53K227A son capaces de activar el checkpoint de daño y 
bloquearse en G2/M con la misma eficacia que células silvestres (Fig. 22B). 
Fig. 22. La introducción de la versión rad53K227A reduce el estado de fosforilación de Rad53 
durante la respuesta a daño en el ADN. A) Se indujo un DSB mediante la adición de galactosa a 
células silvestres (AC218) y rad53K227A (AC1473) del fondo YMV80 (Fig. 10) en crecimiento 
logarítmico en YP-Rafinosa. Se tomaron muestras en los puntos indicados, en las que se 
extrajeron las proteínas con TCA para la realización de Western blots. Se muestra la tinción con 
Coomassie como control de carga. B) Perfil de FACS según el contenido de ADN de las muestras 










Si la hiperactivación de Rad53 que aparece en ausencia de actividad PP4 está 
relacionada con los defectos en la ejecución de SSA/BIR, una reducción de los niveles de 
fosforilación de Rad53 en células pph3Δ debería suprimir su fenotipo de pérdida de 
reparación. Para demostrar esta hipótesis, incorporamos el alelo rad53K227A en una 
estirpe pph3Δ del fondo genético YMV80. Se expresó la endonucleasa HO mediante la 
adición de galactosa al medio en cultivos asincrónicos y se tomaron muestras a diferentes 
Fig. 23. La autofosforilación de Rad53 es necesaria para la reparación por SSA/BIR. Cultivos de 
cepas silvestre (AC218) y rad53K227A (AC1473) con el sistema de reparación descrito en la figura 
10 se crecieron en YP-Rafinosa y se suplementaron con galactosa para la inducción de un DSB. 
Se tomaron muestras en los tiempos indicados, se extrajo el ADN genómico y se digirió con KpnI 
para la realización de Southern blots. La hibridación se llevó a cabo con sondas U2 y actina como 
control de carga. Las gráficas representan la cuantificación de las bandas normalizando los datos 
con la actina, a partir de la Media ± SD de tres experimentos independientes. Los p-valores se 








tiempos. Como cabía esperar, la sustitución de la versión silvestre de Rad53 por la 
variante catalíticamente inactiva supone una disminución de los niveles de fosforilación 
de la proteína quinasa en comparación con un mutante sencillo pph3Δ (Fig. 24A).  
 
 
Ensayos de Southern blot revelaron que ambos inducen el DSB con la misma 
eficiencia, pero la incorporación de rad53K227A en un fondo pph3Δ incrementa 
ligeramente la capacidad de las células para reparar la lesión por SSA/BIR cuando se 
compara con el mutante simple carente de actividad fosfatasa (Fig. 25). De acuerdo con 
la mejoría en la cinética de aparición del producto de reparación, ensayos de citometría 
confirmaron que el doble mutante pph3Δ rad53K227A presenta un incremento en la 
eficiencia de reentrada en el ciclo celular (Fig. 24B). Estos datos demuestran que la 
Fig. 24. La introducción de la variante rad53K227A en un fondo pph3Δ reduce la fosforilación 
de Rad53. A) Células pph3Δ (AC1327) y pph3Δ rad53K227A (AC1476) con el sistema de 
reparación YMV80 (Fig. 10) se crecieron hasta fase exponencial en medio con rafinosa, y se 
añadió galactosa para inducir la expresión de la endonucleasa HO. Se tomaron muestras a los 
tiempos indicados y sometieron a ensayos de Western blot para analizar la fosforilación de 
Rad53. Se procedió a la tinción con Coomassie para en análisis de la carga. B) Perfiles de FACS 








disminución de la cinética de reparación observada en ausencia de actividad fosfatasa 
PP4 está directamente relacionada con su capacidad para modular el estado de 
fosforilación de Rad53 durante la respuesta a estrés genotóxico.  
 
 
En consonancia con estos datos, la incorporación de la versión inactiva rad53K227A 
en células pph3Δ resulta en una ligera recuperación de la viabilidad celular en medio 
Fig. 25. La reducción de la fosforilación de Rad53 en un pph3Δ mejora la eficiencia de 
reparación por SSA/BIR. Cultivos asincrónicos en YP-Rafinosa de células pph3Δ (AC1327) y 
pph3Δ rad53K227A (AC1476) con el sistema de reparación definido en la figura 10 fueron 
transferidos a medio con galactosa para la generación de un DSB y se cogieron muestras en los 
tiempos indicados. Se extrajo el ADN genómico, se digirió con KpnI y se desarrollaron 
experimentos de Southern blot, hibridando con la sonda U2 y la actina como control de carga. 
Las gráficas incorporan la cuantificación de las señales de las bandas normalizando los datos con 
la actina. Se ha representado la Media ± SD de tres experimentos independientes, y los p-valores 








sólido en presencia de agentes genotóxicos como MMS o fleomicina (Fig. 26). Esto apoya 
la idea de que la hiperfosforilación de Rad53 existente en ausencia de PP4 es tóxica 
durante la respuesta a daño en el ADN. Podemos reseñar también que tanto el mutante 
simple rad53K227A como el mutante doble pph3Δ rad53K227A crecen de manera similar 
en presencia de la mayoría de los compuestos genotóxicos probados (Fig. 26), lo que 
sugiere que Rad53 y PP4 actúan en la misma ruta. Además, no encontramos diferencias 
ni en los niveles de fosforilación de Rad53, ni en la eficiencia de reparación entre células 
pph3Δ rad53K227A y rad53K227A (Fig. 22A, Fig. 23, Fig. 24A, Fig. 25), reafirmando que 
PP4 actúa específicamente sobre la autofosforilación de Rad53 para promover la 
restauración de un daño en el genoma. En conjunto, podemos concluir que la fosfatasa 
PP4 participa en la reparación del ADN contrarrestando la actividad de Rad53 en las 
etapas iniciales de la respuesta. Esta reducción de la actividad quinasa asociada a Rad53 
es fundamental para promover un proceso de resección robusto que facilite la correcta 
ejecución de las rutas de reparación SSA/BIR. 
 
 
3.3.4. La función de PP4 en resección no afecta a la reparación por 
recombinación homóloga inter-cromosomal 
En los apartados anteriores hemos demostrado que la fosfatasa PP4 modula la 
activación de Rad53 para permitir una resección eficiente en respuesta a un DSB en el 
Fig. 26. La eliminación de la actividad quinasa de Rad53 incrementa la viabilidad de células 
carentes de PP4. Se sembraron diluciones seriadas 1:10 de cultivos en fase de crecimiento 
exponencial de cepas silvestre (AC218), pph3Δ (AC1327), rad53K227A (AC1473) y pph3Δ 
rad53K227A (AC1476) en medio sólido con diversos compuestos genotóxicos: HU (5mM), 4-NQO 









genoma celular. Además, los experimentos realizados en el fondo genético YMV80 
muestran que este control de PP4 sobre Rad53 es esencial para el desarrollo adecuado 
del proceso de reparación en estas cepas. Como se ha expuesto previamente, el corte por 
la endonucleasa HO que se induce en este sistema puede repararse tanto por SSA como 
por BIR. En el primer caso, la reparación depende exclusivamente de la generación de 
ADN monocatenario a través de la resección, hecho que permite que las secuencias 
homólogas distantes anillen entre sí para regenerar el corte. Si la reparación tiene lugar 
mediante BIR, el extremo monocatenario generado en el sitio de corte invade la región 
homóloga, lugar donde se forma una horquilla de replicación que posibilita la copia de la 
información faltante a partir del donador (fondo genético descrito en la figura 10).   
Así, nos preguntamos en este punto si la función de PP4 en resección podría afectar 
a todos los tipos de reparación mediados por recombinación homóloga o si, por el 
contrario, solo es necesaria para reparar exclusivamente a través de rutas que requieran 
una resección extensa, como SSA. En este contexto, para analizar la posible implicación 
de PP4 en recombinación inter-cromosomal usamos una nueva variante del sistema HO, 
presente en el fondo genético denominado tGI354. En este sistema de reparación, se ha 
insertado un locus MATa que contiene la secuencia diana para la endonucleasa HO en el 
cromosoma V, mientras la secuencia MATa endógena del cromosoma III ha sido sustituida 
por una versión MATa-inc [116]. Esta variante MATa-inc contiene una mutación puntual 
que impide el reconocimiento por la enzima HO. Además, esta secuencia constituye el 
único molde disponible para la reparación del daño, puesto que los loci HMRa y HMLα 
han sido eliminados. De este modo, una vez que la secuencia MATa-inc del cromosoma 
III ha sido copiada a la MATa del cromosoma V durante la reparación del DSB, las células 
se convierten en insensibles a sucesivos cortes por la endonucleasa (Fig. 27).  
Se ha postulado que durante la reparación por conversión génica (CG) de tipo inter-
cromosomal se forman las denominadas dobles uniones de Holliday, estructuras que 
pueden resolverse con (E) o sin un entrecruzamiento asociado (SE) [179]. Un cambio en 
el ratio entre E y SE se asocia con defectos en la resolución de los intermediarios de 
recombinación. La formación de un entrecruzamiento se detecta por la aparición de 
bandas de distinto tamaño en experimentos de Southern blot, debido a la incorporación 








Para determinar si PP4 participa en eventos de conversión génica cuando la 
secuencia donadora se encuentra localizada en un cromosoma diferente, utilizamos 
cultivos en crecimiento exponencial de células silvestres y pph3Δ del fondo genético 
tGI354, en los que expresamos la endonucleasa HO mediante la adición de galactosa al 
medio. Se cogieron muestras a diferentes tiempos, que fueron procesadas en primer 
lugar por Western blot con el fin de confirmar en este sistema de reparación el estado de 
hiperfosforilación de Rad53 observado previamente en ausencia de PPH3 (Fig. 28A).  
A continuación, se realizaron Southern blots para determinar la dinámica de formación 
del producto de reparación, así como el ratio de entrecruzamientos vs conversión génica. 
Tanto la cepa silvestre como el mutante pph3Δ generan el DSB con la misma cinética tras 
la inducción del HO (Fig. 29). La conversión génica sin entrecruzamientos asociados es el 
modo de reparación predominante tanto en células control como en el mutante de 
depleción, si bien no encontramos diferencias significativas en la cinética de reparación 
Fig. 27. Representación esquemática del sistema de reparación inter-cromosomal (fondo 
genético tGI354). Se indica la localización de la sonda específica del locus MAT, los sitios de 
restricción y la enzima utilizados en los ensayos de Southern blot. Los productos de reparación 
con (E) y sin entrecruzamientos asociados se pueden distinguir por diferencias en el tamaño del 
fragmento de restricción al que dan lugar tras la digestión con EcoRI. La secuencia MATa-inc 
contiene una mutación puntual en el sitio HO que la convierte en insensible a la endonucleasa. 









entre ellas (Fig. 29). En consonancia con estos datos, la dinámica de reentrada en el ciclo 
celular determinada por ensayos de FACS también es similar entre las dos cepas 
estudiadas (Fig. 28B). Tampoco se encontraron diferencias en la proporción de conversión 
génica con entrecruzamientos asociados entre el control y el mutante carente de Pph3 
(Fig. 29). En conjunto, estos datos indican que la actividad de PP4 no se requiere para 
promover la recombinación ectópica con secuencias homólogas, y sugieren que los 
defectos en resección observados al eliminar PPH3 afectan exclusivamente durante la 
reparación por SSA.  
 
 
Fig. 28. Rad53 muestra una fosforilación elevada en mutantes pph3Δ del fondo tGI354 en 
respuesta a daño. A) Cultivos en crecimiento exponencial de células silvestres (AC224) y pph3Δ 
(AC1344) que presentaban el sistema de reparación descrito en la figura 27 fueron transferidos 
a medio con galactosa para conseguir la inducción del HO. Se tomaron muestras en los tiempos 
indicados, se extrajeron las proteínas con TCA y se realizaron Western blots para analizar el nivel 
de fosforilación de Rad53. La tinción con Coomassie se muestra como control de carga. B) Perfiles 











Fig. 29. PP4 no se requiere para la reparación de tipo inter-cromosomal. Se crecieron células 
silvestres (AC224) y pph3Δ (AC1344) del fondo tGI354 (Fig. 27) en YP-Rafinosa y se indujo un DSB 
mediante la adición de galactosa. Se tomaron muestras en los tiempos indicados, se extrajo el ADN 
genómico, se digirió con EcoRI y se realizó el Southern blot. Los asteriscos indican una 
sobreexposición de la película, realizada para permitir la detección de los productos formados por 
entrecruzamientos (E). Se midieron las intensidades de las bandas, normalizando los datos frente a 
la actina para elaborar las gráficas correspondientes a Conversión génica (MATa/CG), Donador y 
Corte. En éstas se ha representado la Media ± SD de tres experimentos independientes. El 
porcentaje de formación de entrecruzamientos se obtuvo midiendo las intensidades relativas de 









3.3.5. El papel que PP4 ejerce en la resección es esencial para una ejecución 
eficiente de rutas de reparación que requieren resección a largas 
distancias 
Los resultados anteriores indican que PP4 regula la resección a través de su 
capacidad para reducir los niveles de fosforilación de Rad53 durante las etapas iniciales 
de la respuesta a daño en el ADN. Además, esta función de PP4 no es necesaria en todos 
los sistemas de recombinación homóloga, como es el caso de la reparación inter-
cromosomal (Fig. 29). Estos datos sugieren que la función de PP4 es fundamental 
únicamente para la restauración de lesiones en el material genético mediante rutas de 
reparación que requieran una gran cantidad de resección. La reparación por SSA 
constituye un ejemplo de este tipo de vías, en el que la resección debe alcanzar desde el 
DSB hasta la secuencia homóloga, permitiendo así el anillamiento y la reparación del 
daño.  
Para demostrar si PP4 participa en el DDR en la reparación de lesiones mediante 
rutas que precisen resección a largas distancias, analizamos la reparación por SSA en el 
fondo genético YMV80 (Fig. 10). Como explicamos anteriormente, las células que 
contienen este sistema pueden reparar por dos rutas alternativas: 1) SSA, ruta 
dependiente de resección, y 2) BIR, vía que depende de la formación de una horquilla de 
replicación para reparar la lesión. Se ha demostrado que Rad51 no es necesario para la 
ejecución de SSA, pero su depleción inhibe drásticamente la realización de BIR [113]. Por 
tanto, con el fin de poder evaluar el efecto de PP4 en SSA mediante su capacidad de 
inducir la resección, eliminamos RAD51 en células YMV80 y analizamos la eficiencia de 
reparación bajo estas condiciones. Tras crecer células rad51Δ y rad51Δ pph3Δ en YP-
rafinosa, se añadió galactosa al cultivo para generar un DSB y se tomaron muestras a 
diferentes tiempos. A partir de ellas se analizó la fosforilación de Rad53 mediante 
Western blot, encontrando que la depleción de RAD51 prolonga la fosforilación de Rad53 
en comparación con una cepa silvestre en respuesta a un corte inducido por la 
endonucleasa HO (Fig. 15, Fig. 30A). Además, como cabría esperar y en concordancia con 
los resultados mostrados anteriormente, un doble mutante rad51Δ pph3Δ incrementa 
drásticamente los niveles de fosforilación de Rad53 durante la inducción de un DSB en 







La cinética del proceso de reparación del experimento anterior fue determinada a 
partir de la intensidad de las bandas obtenidas en un ensayo de Southern blot. En 
correlación con la fosforilación prolongada de Rad53 que presenta un mutante de 
depleción rad51Δ en comparación con una cepa silvestre, la eliminación de RAD51 
también da lugar a un retraso en la acumulación del producto de reparación (Fig. 11, Fig. 
31) así como en la reentrada en el ciclo celular (Fig. 12, Fig. 30B) con respecto a la estirpe 
control, probablemente debido a la falta de contribución de BIR en la cinética global de 
reparación.  
Bajo estas condiciones, un doble mutante rad51Δ pph3Δ está seriamente afectado 
en la reparación por SSA cuando es comparado con una cepa rad51Δ (Fig. 31). Mientras 
la inducción del DSB es similar en las cepas estudiadas, el producto de reparación en  
Fig. 30. La actividad de PP4 es necesaria para mantener una baja fosforilación de Rad53 
durante SSA. A) Se crecieron células rad51Δ (AC1468) y rad51Δ pph3Δ (AC1471) hasta fase 
exponencial en medio con rafinosa y los cultivos se suplementaron con galactosa para inducir la 
expresión del HO. Se tomaron muestras en los puntos temporales indicados, las proteínas se 
extrajeron con TCA y se realizaron Western blots. Se muestra la tinción con Coomassie como 
control de carga. B) Análisis del contenido en ADN mediante FACS de las muestras tomadas en 











células rad51Δ pph3Δ apenas se acumula a lo largo del experimento, siendo esta señal 
visible solo en los tiempos finales de la respuesta (Fig. 31). En correlación con este defecto 
drástico de reparación, el doble mutante rad51Δ pph3Δ permanece bloqueado en G2/M 
hasta 14 h tras la inducción del HO (Fig. 30B).  
Fig. 31. La actividad de PP4 es esencial para la reparación por SSA. Se realizaron experimentos 
en las mismas condiciones que las descritas en la figura 22 con las estirpes rad51Δ (AC1468) y 
rad51Δ pph3Δ (AC1471) del fondo genético YMV80 (Fig. 10). Se tomaron muestras en los tiempos 
indicados, se extrajo el ADN, se digirió con KpnI y se analizó mediante Southern blot. Para la 
hibridación se utilizó una sonda específica para la secuencia U2, así como la actina como control 
de carga. Las gráficas representan la Media ± SD de las señales de las bandas procedentes de 
tres experimentos independientes. Todos los datos fueron normalizados con la actina. Se 
promediaron los replicados y las diferencias estadísticamente significativas se evaluaron 









Cabe destacar que el defecto en reparación por SSA que aparece en ausencia de 
PPH3 está acompañado de una estabilización de la banda donadora (Fig. 31). Dado que la 
desaparición de la señal del donador en ausencia de Rad51 depende exclusivamente de 
la capacidad de la maquinaria de resección para alcanzar esta secuencia, este resultado 
reafirma que el principal papel de PP4 en SSA es potenciar el proceso de resección. Para 
ratificar este efecto, se llevó a cabo una nueva aproximación de Southern blot, utilizando 
sondas localizadas a 10 kb y 17 kb de distancia del DSB (Fig. 32). A medida que la hebra 5’ 
va siendo degradada por la maquinaria de resección a partir del sitio de corte de la 
endonucleasa HO, la aparición de ADN de cadena sencilla hace que se pierdan los sitios 
de reconocimiento de enzimas de restricción, y como consecuencia se produce una 
disminución de la intensidad de las bandas correspondientes a estas zonas.  
 
 
Utilizando esta nueva estrategia pudimos determinar que un doble mutante rad51Δ 
pph3Δ resecciona más despacio en comparación con la estirpe control rad51Δ (Fig. 33), 
confirmando una función de PP4 en el control de la generación de ADN monocatenario a 
partir de un DSB. 
Fig. 32. Representación esquemática del sistema de reparación utilizado para analizar 
resección en el fondo genético YMV80. La flecha indica la posición del DSB que se genera en el 
locus LEU2 del cromosoma III. Se indican las localizaciones de las sondas que hibridan a 10 y 17 
kb de distancia del sitio de corte, así como los sitios de restricción y la enzima utilizada en los 
experimentos de Southern blot. Se reflejan también los tamaños de los fragmentos de restricción 












En consonancia con el defecto de reparación observado en mutantes rad51Δ (Fig. 
31), la viabilidad celular de este mutante en ensayos de sensibilidad a 4-NQO, HU, MMS 
y fleomicina está disminuida en comparación con la cepa control (Fig. 34A). También se 
detectó una sensibilidad similar al expresar la endonucleasa HO en medio sólido con 
galactosa (Fig. 34B). La contribución de PP4 en resección y SSA está apoyada por una débil 
letalidad sintética observada al comparar el doble mutante rad51Δ pph3Δ con un mutante 
simple rad51Δ cuando se crecen estas células en presencia de compuestos genotóxicos o 
galactosa (Fig. 34). Estos datos indican que PP4 actúa en una ruta diferente a Rad51 
durante la respuesta a daño en el ADN. Hay que destacar que la eliminación de PPH3 en 
un fondo rad51Δ no incrementa la sensibilidad a HU (Fig. 34A), lo que sugiere de nuevo 
que PP4 no está involucrada en la respuesta a estrés replicativo.  
En conjunto, estos resultados demuestran que la fosfatasa PP4 es especialmente 
necesaria para la ejecución de rutas de reparación que dependen de resección a largas 
distancias para regenerar la molécula dañada de ADN.  
Fig. 33. Pph3 estimula la resección cuando la reparación ocurre por SSA. Se crecieron células 
rad51Δ (AC1468) y rad51Δ pph3Δ (AC1471) del fondo genético YMV80 en YP-Rafinosa y se 
añadió galactosa a los cultivos en crecimiento exponencial para inducir la endonucleasa HO y 
generar un DSB en el genoma. Se tomaron muestras en distintos intervalos, se extrajo el ADN 
genómico, se digirió con StyI y se desarrolló el análisis por Southern blot. Se utilizaron sondas 
que hibridaban a 10 y 17 kb de distancia del sitio HO, y las señales generadas por las mismas 
fueron cuantificadas y normalizadas con la actina. Las gráficas representan la Media ± SD de dos 













3.3.6.  La reducción de la actividad de Rad53 en mutantes carentes de PP4 
mejora la eficiencia de rutas de reparación que requieren resección a 
largas distancias  
Como se mostró en apartados anteriores, la reducción de la hiperactivación de 
Rad53 en mutantes pph3Δ restablece en gran medida los defectos en resección que 
aparecen en ausencia de actividad de PP4. También hemos determinado que la fosfatasa 
es esencial para la reparación del ADN que cursa a través de vías que precisan reseccionar 
a largas distancias para permitir la recombinación de las secuencias homólogas, entre 
ellas, SSA. Con el objetivo de conectar la habilidad de PP4 en contrarrestar la 
autofosforilación de Rad53 con la reparación por SSA, decidimos comprobar si la 
reducción de la fosforilación de Rad53 en cepas rad51Δ pph3Δ mejoraba la eficiencia de 
reparación. Por ello, introducimos el alelo rad53K227A en una cepa rad51Δ pph3Δ, 
Fig. 34. La función de PP4 en SSA se correlaciona con la gran sensibilidad del mutante rad51Δ 
pph3Δ a compuestos que inducen daño en el ADN. A) Diluciones seriadas 1:10 de cultivos en 
fase de crecimiento exponencial de cepas silvestre (AC218), pph3Δ (AC1327), rad51Δ (AC1468) 
y rad51Δ pph3Δ (AC1471) se pusieron a crecer en medio sólido con diversos compuestos 
genotóxicos: HU (5mM), 4-NQO (0,2 µM), MMS (0,005%) y Fleomicina (0,125 µM). Se utilizó 
DMSO como control sin daño. Las gotas se dejaron crecer a 28ºC durante 48 h. B) Gotas de las 
células de las cepas anteriores creciendo en presencia de galactosa para inducir en este caso un 












cultivamos las células en YP-rafinosa y expresamos la endonucleasa HO mediante la 
adición de galactosa. Tomamos muestras a distintos tiempos tras la inducción del DSB y 
las procesamos por Western blot para analizar en primer lugar la fosforilación de Rad53. 
Como cabría esperar, la sustitución de RAD53 por la versión catalíticamente inactiva da 
lugar a una reducción en la fosforilación de la quinasa en comparación con el control 
rad51Δ pph3Δ (Fig. 35A), confirmando que la actividad de PP4 contrarresta la función de 
Rad53 durante la reparación por SSA.  
 
 
Una vez confirmado que PP4 también contrarresta los niveles de fosforilación de 
Rad53 durante SSA, se decidió estudiar si esta función de la fosfatasa era necesaria para 
estimular la reparación de lesiones en el ADN mediante este sistema. Análisis de Southern 
Fig. 35. La hiperfosforilación de Rad53 presente en células deficientes en PP4 se restaura al 
introducir el alelo rad53K227A. A) Cultivos de los mutantes rad51Δ pph3Δ (AC1471) y rad51Δ 
pph3Δ rad53K227A (AC1502) del fondo YMV80 (descrito en la figura 10) en fase exponencial se 
traspasaron a medio con galactosa para lograr la expresión de la endonucleasa HO. Se recogieron 
muestras en los tiempos señalados y se realizaron ensayos de Western blot. La tinción con 
Coomassie sirve como control de carga. B) Perfiles de FACS para las muestras tomadas en el 











blot pusieron de manifiesto que el reemplazamiento del alelo silvestre de RAD53 por la 
versión rad53K227A en células rad51Δ pph3Δ mejora ampliamente la capacidad de 
generar el producto de reparación por SSA (Fig. 36). Además, ambas cepas inducen el DSB 
con la misma eficacia tras la expresión de la endonucleasa HO, lo que descarta que esta 
mejoría sea debida a diferencias en la capacidad de expresión de la nucleasa (Fig. 36).  
 
 
Fig. 36. La eliminación de la actividad de Rad53 fomenta la reparación por SSA en ausencia de 
PP4. Se realizó un experimento análogo al descrito en la figura 35 con células rad51Δ pph3Δ 
(AC1471) y rad51Δ pph3Δ rad53K227A (AC1502) con el sistema de reparación referenciado en la 
figura 10. A partir de las muestras tomadas se extrajo el ADN genómico, se digirió con KpnI y se 
realizaron Southern blots, hibridando con sondas para la región U2 y la actina como control de 
carga. Las gráficas representan la cuantificación de las bandas generadas, incluyendo la Media ± 
SD de tres experimentos independientes. Todos los datos fueron normalizados con la actina, y 










En consonancia con esta mejoría, el triple mutante rad51Δ pph3Δ rad53K227A 
también es más competente para reentrar en el ciclo celular una vez reparada la lesión 
(Fig. 35B). Es importante destacar que el triple mutante rad51Δ pph3Δ rad53K227A 
restablece la degradación de la banda donadora (Fig. 36), corroborando que la 
disminución de la fosforilación de Rad53 mejora la ejecución de SSA mediante la 
estimulación de la resección. 
 
 
Fig. 37. La reducción de la fosforilación de Rad53 en mutantes rad51Δ pph3Δ recupera la 
viabilidad en medio sólido con agentes que dañan el ADN. A) Se sembraron diluciones seriadas 
1:10 de cultivos en crecimiento exponencial de las cepas indicadas del fondo YMV80, en placas 
con HU (5 mM), 4-NQO (0,2 µM), MMS (0,0033%) y Fleomicina (0,125 µM), que se dejaron crecer 
a 28ºC durante 48 h. B) Gotas creciendo en glucosa y galactosa para la inducción del HO de las 








Apoyando estos datos, la sustitución de la versión silvestre de RAD53 por la inactiva 
rad53K227A en un fondo rad51Δ pph3Δ recupera la viabilidad celular en placa en 
presencia de la mayoría de agentes que inducen daño en el ADN probados (Fig. 37A), así 
como en presencia de galactosa (Fig. 37B).  
Para descartar que el efecto beneficioso de la reducción de la fosforilación de Rad53 
fuera independiente de PP4, introducimos el alelo rad53K227A en una cepa rad51Δ. 
Como cabía esperar, tras la inducción de un DSB, un doble mutante rad51Δ rad53K227A 
muestra una reducción en los niveles de fosforilación de Rad53 en comparación con un 
mutante sencillo rad51Δ (Fig. 38A).  
 
 
Fig. 38. La sustitución de la versión silvestre de RAD53 por la catalíticamente inactiva en células 
rad51Δ reduce la fosforilación de Rad53. A) Se crecieron células rad51Δ (AC1468) y rad51Δ 
rad53K227A (AC1496) en YP-Rafinosa hasta fase exponencial. Se procedió a la inducción del DSB 
mediante la adición de galactosa al cultivo y se recogieron muestras en los tiempos señalados. 
Las proteínas se extrajeron con TCA y se realizaron ensayos de Western blot. La tinción con 
Coomassie se muestra como control de carga. B) Perfiles de FACS asociados a las muestras 









Se analizó también la capacidad de reparación de este mutante mediante Southern 
blot, encontrando solamente un ligero enriquecimiento en la eficiencia de SSA con 
respecto a su control rad51Δ (Fig. 39). En relación con este comportamiento, ensayos de 
FACS revelaron que la dinámica de reentrada en el ciclo celular también es similar entre 
estas dos estirpes (Fig. 38B).  
 
 
Fig. 39. La eliminación de la actividad de Rad53 reduce la eficiencia de reparación por SSA. Se 
realizó el mismo experimento que el descrito en la figura 38 con los mutantes rad51Δ (AC1468) 
y rad51Δ rad53K227A (AC1496). Se extrajo el ADN genómico de las muestras tomadas en los 
distintos tiempos, se digirió con KpnI y se realizó un ensayo de Southern blot para analizar la 
cinética de reparación por SSA. Se utilizaron sondas que reconocían la secuencia U2 y la actina 
como control de carga. Las gráficas se han elaborado a partir de la cuantificación de las 
intensidades de las bandas detectadas, normalizando los datos con la señal de actina y 
representando la Media ± SD de tres experimentos independientes. Los asteriscos indican 










Por tanto, podemos concluir que la estimulación de la reparación producida al 
disminuir la hiperactivación de Rad53 en células rad51Δ pph3Δ rad53K227A (Fig. 36) está 
directamente relacionada con la función de la fosfatasa PP4 sobre Rad53 durante la 
respuesta a daño en el ADN.  
En conjunto, estos resultados apoyan la idea de que PP4 actúa sobre Rad53 para 
contrarrestar su propia autofosforilación, potenciando de esta forma la resección y, por 
tanto, la eficiencia de reparación por recombinación homóloga en sistemas dependientes 






3.4. PP4 promueve la resección del ADN actuando principalmente sobre la 
ruta de Sgs1/Dna2 
3.4.1. El control que PP4 ejerce sobre la resección es independiente de Exo1 
La resección del ADN que ocurre en respuesta a un corte de doble cadena tiene lugar 
gracias a la acción de las nucleasas Exo1 y/o Dna2. Partiendo de los datos anteriores, nos 
preguntamos si la activación del proceso de resección dependiente de PP4 se produce a 
través de Exo1 y/o Dna2. Para examinar una posible función de PP4 en la regulación de la 
ruta de Exo1, generamos mutantes exo1Δ y exo1Δ pph3Δ en el fondo genético JKM139 
(descrito en la figura 17), y determinamos la eficiencia de degradación de una de las 
hebras del ADN en este fondo genético. En este caso, además de evaluar la eficiencia en 
la capacidad de resección a partir de la disminución de la intensidad de las bandas en el 
Southern blot, analizamos también la señal procedente de los intermediarios de resección 
(RIs). Estos intermediarios son moléculas de ADN que contienen tanto ADN bicatenario 
como monocatenario, y que se forman cuando uno de los dos sitios de restricción que 
limitan el fragmento en el que hibrida una sonda (el sitio más cercano al DSB) es 
procesado por las exonucleasas durante el avance de la resección (Fig. 40). En concreto, 
los intermediarios que se han evaluado han sido detectados con la sonda que hibrida a 
0,7 kb del corte de doble cadena. Inmediatamente después a la inducción del DSB se 
genera el fragmento de restricción correspondiente, que denominamos 0,7r y que está 
formado en su totalidad por dsADN y acotado por dos sitios StyI. A medida que se va 
degradando una de las hebras del ADN a partir del DSB por la acción de la maquinaria de 
resección, se va generando ADN monocatenario y se van perdiendo sucesivamente los 
sitios de restricción para StyI, formándose los intermediarios. Se han analizado cuatro 
estructuras de este tipo, denominadas RI1, RI2, RI3 y RI4, limitadas en un extremo por el 
sitio de corte de la endonucleasa HO (extremo de ADN monocatenario) y en el otro por 
sucesivos sitios de restricción para StyI (extremo de ADN bicatenario) (Fig. 40).  
Podemos detectar fácilmente los intermediarios de resección en los blots, puesto 
que experimentan una migración ligeramente menor y generan bandas menos intensas 
que el fragmento de ADN detectado por la misma sonda de 0,7 kb cuando está formado 
exclusivamente por ADN de doble cadena. Así, el fragmento 0,7r constituye la banda 





alto peso molecular por encima de ésta. Además, la acumulación prolongada de estas 
bandas de intermediarios a lo largo de la inducción del DSB se asocia con una disminución 
en el procesamiento de la molécula de ADN, de modo que estas señales proporcionan 
información útil sobre la velocidad y eficiencia de la resección. 
 
 
Para analizar una posible regulación de Exo1 por PP4, se crecieron células pph3Δ, 
exo1Δ y exo1Δ pph3Δ en YP-rafinosa y se sincronizaron en G1 con la feromona factor α. 
Después de la liberación del bloqueo durante 1 h en medio fresco, se añadió galactosa 
Fig. 40. Representación esquemática del sistema de reparación utilizado para analizar los 
intermediarios de resección (fondo genético JKM139, descrito en Fig. 17). La flecha indica la 
posición del DSB no reparable. Pueden observarse los sitios de restricción, la enzima y la 
localización de la sonda que hibrida a 0,7 kb desde el sitio HO, utilizada para el análisis de los 
intermediarios de resección mediante Southern blot. Tras la inducción del DSB se detecta el 
fragmento completo (denominado 0,7r), formado en su totalidad por ADN de doble cadena y 
acotado por dos sitios StyI. A medida que se va degradando una de las hebras del ADN a partir 
del DSB por la acción de la maquinaria de resección, se va generando ADN monocatenario y se 
van perdiendo sucesivamente los sitios de restricción para StyI. Como consecuencia se van 
formando los intermediarios de resección, moléculas de ADN que contienen tanto dsADN como 
ssADN. Se han analizado cuatro estructuras de este tipo, denominadas RI1, RI2, RI3 y RI4, 
limitadas en un extremo por el sitio de corte de la endonucleasa HO (extremo de ADN 













Fig. 41. La cinética de resección de mutantes exo1Δ y exo1Δ pph3Δ es muy similar. Cultivos en 
fase logarítmica de mutantes pph3Δ (AC1366), exo1Δ (AC825) y exo1Δ pph3Δ (AC1420) del fondo 
JKM139 (Fig. 17) se sincronizaron en G1 con factor α. Después de la liberación durante 1 h, se 
añadió galactosa para inducir el DSB. Se tomaron muestras en los tiempos indicados, se extrajo 
el ADN genómico, digestión del mismo con StyI y posterior análisis mediante Southern blot. Se 
midió la intensidad de las bandas detectadas gracias al uso de sondas que hibridan a distancias 
crecientes desde el sitio de corte y los datos se normalizaron con la actina como control de carga. 
Las gráficas representan la Media ± SD de tres experimentos independientes. Los p-valores se 
calcularon por medio de un test T de Student de dos colas desapareado. Los asteriscos denotan 
diferencias estadísticamente significativas entre las cepas pph3Δ y exo1Δ, mientras que las 








para inducir el DSB, se tomaron muestras a diferentes tiempos y se procedió a la 
determinación de su eficiencia de resección mediante ensayos de Southern blot. Como se 
puede observar, las tres cepas inducen el daño de manera similar, pero la cinética de 
resección del mutante exo1Δ se encuentra reducida en comparación con un fondo pph3Δ. 




Este resultado fue corroborado tras monitorizar los distintos intermediarios de 
resección (RI 1-4). Así, una cepa exo1Δ pph3Δ muestra un retraso significativo en la 
Fig. 42. La función de PP4 en el control de la resección es independiente de Exo1. Las películas 
de los experimentos de Southern blot mostrados en la figura 41 fueron sobreexpuestas para el 
análisis de los intermediarios de resección (estructuras formadas tanto por ADN bicatenario 
como monocatenario, Fig. 40). Las señales correspondientes a los intermediarios analizados 
fueron cuantificadas y normalizadas con la actina como control de carga. Las gráficas 











cinética de aparición y desaparición de los intermediarios de resección en comparación 
con un mutante simple exo1Δ (Fig. 42). Este efecto es mucho más acusado observando 
los intermediarios de resección de mayor tamaño (RI3 y RI4), es decir, aquellos que se 
forman cuando la distancia desde el sitio de corte es mayor. En todo momento, todas las 
estirpes analizadas progresaban en el ciclo sincrónicamente tras el arresto en factor α y 
se bloqueaban en G2/M con la misma cinética según el FACS, descartando una influencia 
en la resección dependiente de ciclo (Fig. 43A). 
 
 
Fig. 43. La actividad de Rad53 no se ve afectada por la eliminación de EXO1. A) Perfil de FACS 
de las muestras cogidas en el experimento descrito en la figura 41. B) Muestras del mismo 
experimento que el definido en la figura 41 fueron procesadas mediante el método de extracción 
proteica de TCA y analizadas mediante Western blot para el estudio de la fosforilación de Rad53 
durante la inducción de un DSB no reparable en cepas pph3Δ (AC1366), exo1Δ (AC825) y exo1Δ 






En el experimento descrito anteriormente también se tomaron muestras para el 
estudio de la fosforilación de Rad53 mediante Western blot. Como puede observarse, en 
ausencia de Exo1 no se modifica el estado de fosforilación de Rad53 tras la generación de 
una lesión en el genoma (Fig. 43B), descartando la posibilidad de que Exo1 actúe en el 
control de la resección interfiriendo con la activación de Rad53. En conjunto, estos 
resultados demuestran que PP4 regula la resección principalmente de manera 
independiente a Exo1.   
3.4.2. PP4 estimula la resección mayoritariamente a través de la regulación de 
la actividad de Sgs1/Dna2  
La disminución en la cinética de resección de un doble mutante exo1Δ pph3Δ en 
comparación con un pph3Δ simple sugiere que PP4 podría estar estimulando este proceso 
a través de la nucleasa Dna2.  
La actividad helicasa de Sgs1 es esencial durante la resección dependiente de Dna2, 
en una ruta paralela a la de Exo1 [42]. Con el fin de determinar si PP4 modula la ruta de 
resección por Dna2, generamos mutantes sgs1Δ y sgs1Δ pph3Δ en el fondo genético 
JKM139 (esquematizado en Fig. 17), que nos permite analizar la capacidad de resección 
de un DSB no reparable. Células pph3Δ, sgs1Δ y sgs1Δ pph3Δ fueron cultivadas en YP-
rafinosa y sincronizadas en G1 con factor α. Tras la liberación del bloqueo durante 1 h en 
medio sin feromona, expresamos la endonucleasa HO para generar el DSB y tomamos 
muestras cada hora. Éstas fueron procesadas para la realización de Southern blots, en los 
que se analizó la eficiencia de la resección a partir de las bandas principales y de los 
intermediarios de resección generadas por sondas que hibridan a distintas distancias del 
DSB. Como se puede observar, las tres cepas estudiadas generan el DSB con la misma 
eficacia (Fig. 44). Sin embargo, mientras un mutante simple sgs1Δ resecciona más 
lentamente en comparación con células pph3Δ, el doble sgs1Δ pph3Δ presenta una 
cinética de resección similar al mutante simple sgs1Δ (Fig. 44). Este efecto es 
independiente de la progresión por el ciclo celular de cada estirpe, ya que según 
experimentos de FACS, las tres cepas muestran una liberación análoga tras la liberación 







Fig. 44. La eficiencia de resección de un mutante sgs1Δ no se ve afectada al eliminar PPH3. 
Cultivos en fase logarítmica de células pph3Δ (AC1366), sgs1Δ (AC1792) y sgs1Δ pph3Δ (AC1794) 
del fondo JKM139 (Fig. 17) se sincronizaron en G1 con factor α. Después de la liberación en 
medio fresco, se añadió galactosa para inducir el DSB y se tomaron muestras en los intervalos 
indicados. Se extrajo el ADN genómico y se digirió con StyI para su análisis mediante Southern 
blot. Se cuantificó la densidad de las bandas detectadas y los datos se normalizaron con la actina. 
Las gráficas representan la Media ± SD de tres experimentos independientes. Los p-valores se 
determinaron por medio de un test T de Student de dos colas desapareado. Los asteriscos 
denotan diferencias estadísticamente significativas entre las cepas pph3Δ y sgs1Δ, mientras que 








La epistasis observada entre Pph3 y Sgs1 en resección se confirmó a través del 
análisis de los intermediarios de resección. En este contexto, solo se encontró un leve 
retardo en la acumulación de los RIs del doble sgs1Δ pph3Δ con respecto al mutante 
simple sgs1Δ (Fig. 46), defecto que podría atribuirse a un papel minoritario de PP4 en el 
control de la ruta de Exo1. Aún con este pequeño defecto, la cinética de aparición y 
desaparición de estos productos era similar entre ambos mutantes (Fig. 46), lo que 
sugiere que ambas proteínas actúan en la misma vía.  
Fig. 45. La eliminación de SGS1 modifica los niveles de fosforilación de Rad53 en respuesta a 
daño. A) Perfil de FACS para el análisis del contenido de ADN de las muestras cogidas en el 
experimento descrito en la figura 44. B) Se cogieron muestras en el mismo experimento que el 
definido en la figura 44 para el estudio de la fosforilación de Rad53 durante la inducción de un 








Es importante mencionar que la eliminación de SGS1 afecta a la cinética de 
fosforilación de Rad53 (Fig. 45B), probablemente debido a sus defectos en resección y 
activación del checkpoint [58, 180]. Sin embargo, la depleción de SGS1 no modificaba los 
niveles de Rad53 fosforilado observados en células pph3Δ (Fig. 45B), indicando que Sgs1 
no actúa en el control de la resección interfiriendo con la activación de Rad53 en ausencia 
de PP4.  
Fig. 46. PP4 controla la resección actuando principalmente sobre la ruta Sgs1/Dna2. Las 
películas de los experimentos de Southern blot mostrados en la figura 44 fueron sobreexpuestas 
para el análisis de los intermediarios de resección (estructuras formadas tanto por ADN de doble 
cadena como de cadena sencilla, Fig. 40). Las señales detectadas se cuantificaron y los datos se 







Estos resultados indican que la atenuación de Rad53 por PP4 modula la resección, 
principalmente regulando la actividad de la ruta Sgs1/Dna2, mientras que el control de 






3.5. PP4 estimula la resección actuando sobre el estado de fosforilación y 
la unión al ADN de Rad9 
3.5.1. Rad9 se encuentra hiperfosforilado en células pph3Δ en respuesta a daño 
Hemos mostrado previamente que PP4 atenúa la activación de Rad53 durante la 
respuesta a una lesión en el ADN, lo que favorece la resección principalmente a través de 
la estimulación del complejo Sgs1/Dna2. Teniendo en cuenta que la unión de Rad9 a la 
cromatina constituye un mecanismo que restringe la resección a través de su capacidad 
para interferir directamente con la actividad de Sgs1/Dna2 [82, 83, 175, 181], parece 
lógico pensar que la influencia de PP4 sobre Rad53 podría modular la resección afectando 
a la fosforilación de Rad9. Apoyando esta hipótesis, en el ensayo de espectrometría de 
masas detectamos que Rad9 presenta un nivel medio de fosforilación diferente entre la 
cepa silvestre y un mutante pph3Δ (Fig. 13, Fig. 14).  
Rad9 contiene un dominio de activación por Chk1 en el extremo N-terminal [51], 
cercano a un dominio serina de fosforilación por Mec1. La región C-terminal incluye un 
dominio TUDOR implicado en la unión de Rad9 al ADN a través de su interacción con 
H3K79me [182], así como un módulo BRCT de reconocimiento proteína-proteína [183] 
(Fig. 47A). Una de las ventajas del escrutinio de dianas de PP4 en respuesta a daño por 
espectrometría de masas, explicado en la sección 3.2 de este trabajo, es que podemos 
identificar con precisión qué residuos de cada sustrato encontrado muestran una 
fosforilación diferencial entre células silvestres y mutantes pph3Δ para cada una de las 
tres condiciones analizadas (0, 6 y 12 h después de la generación de un DSB en el genoma). 
En el caso de Rad9, se detectaron 40 residuos en la proteína potencialmente fosforilables 
a lo largo de la inducción de un corte por la endonucleasa HO. Antes de la generación de 
la lesión en el ADN, observamos una distribución regular de los fosfo-péptidos de Rad9 a 
lo largo de la proteína tanto en la cepa control como en el mutante pph3Δ (Fig. 47B, panel 
superior). Seis horas después de la expresión de la endonucleasa HO, se produce un 
incremento global en la fosforilación de Rad9 en ambos tipos celulares. Sin embargo, la 
ausencia de actividad PP4 da lugar a un aumento de los niveles de fosforilación de varios 
residuos comprendidos entre el dominio de serinas y el dominio TUDOR (Fig. 47B, panel 
medio). Tras 12 h desde la formación del DSB, se produce un descenso general de la 





indicando que existen otras fosfatasas que promueven la desfosforilación de este factor 
una vez que el proceso de reparación ha tenido lugar.  
 
 
Para validar estos resultados, realizamos Western blots en presencia de Phos-tag, 
herramienta que nos permite hacer un seguimiento de pequeños cambios en el estado 
de fosforilación de Rad9 tras la inducción de un DSB no reparable (en cepas JKM139, 
Fig. 47. Rad9 es un sustrato de PP4 durante la respuesta a daño en el ADN. A) Representación 
esquemática de Rad9 en Saccharomyces cerevisiae, donde se identifican el dominio de activación 
para Chk1 (naranja), un dominio serina de fosforilación por Mec1 (rojo), un dominio TUDOR de 
interacción con el ADN (amarillo) y un módulo BRCT de reconocimiento proteína-proteína (azul). 
Se muestra una escala numérica de los residuos aminoacídicos que abarca cada zona. B) Las 
gráficas representan las P-intensidades normalizadas de los fosfo-péptidos identificados en Rad9 
mediante espectrometría de masas a 0, 6 y 12 h después de la inducción del HO en el 
experimento descrito en la figura 14, para la cepa silvestre (AC218) y el mutante pph3Δ (AC1327). 
La fosforilación en torno al dominio TUDOR de Rad9 se ve afectada por la inactivación de PP4 







fondo descrito en la figura 17). Ratificando los datos obtenidos en el ensayo de 
espectrometría de masas, Rad9 aparece fosforilado antes de la inducción del HO. Sin 
embargo, después de la introducción del DSB, observamos una acumulación de bandas 
de mayor peso molecular que denotan un estado general de hiperfosforilación (Fig. 48A).  
 
 
El tratamiento con λ-fosfatasa produjo una drástica reducción del peso molecular de 
estas bandas (Fig. 49) lo que confirma que las múltiples isoformas de alto peso molecular 
de Rad9 corresponden mayormente a formas fosforiladas. Curiosamente, junto a estas 
bandas hiperfosforiladas, pueden observarse también algunas formas de bajo peso 
molecular, si bien solo se detectan en la cepa silvestre y no en un mutante pph3Δ (Fig. 
48A). Esto sugiere que la carencia de actividad PP4 provoca un aumento de los niveles de 
Rad9 fosforilado.  
Fig. 48. El control que PP4 ejerce sobre Rad53 modula el estado de fosforilación de Rad9 
durante la respuesta a daño. A) Células de las cepas silvestre (AC1557), pph3Δ (AC1559) y 
rad53K227A (AC1759) del fondo genético JKM139 (características esquematizadas en la figura 
17) y que contenían la proteína Rad9 endógena marcada con el epítopo HA se cultivaron hasta 
alcanzar la fase de crecimiento logarítmico. Se sincronizaron en G1 con factor α, se liberaron 
mediante incubación durante 1 h en medio fresco y se añadió galactosa para expresar la 
endonucleasa HO. Se tomaron muestras en los tiempos indicados, se extrajeron las proteínas 
con TCA y se realizaron Western blots utilizando anticuerpos anti-HA. La tinción con Coomassie 
fue utilizada como control de carga. B) Se realizaron experimentos análogos a los descritos en el 
apartado A) para el análisis de la fosforilación de Rad9 en respuesta a daño en las estirpes pph3Δ 










Además, tanto las células control como las que carecen de Pph3 muestran una 
reducción de los niveles de fosforilación de Rad9 cuando se sustituye la versión endógena 
de Rad53 por la variante rad53K227A (Fig. 48B). Estos datos confirman que la actividad 
quinasa de Rad53 es importante para promover la fosforilación de Rad9 en respuesta a 
daño en el ADN. Podemos destacar también que el patrón de fosforilación de Rad9 
observado en células rad53K227A y pph3Δ rad53K227A es similar (Fig. 48B), indicando 
que el estado de hiperfosforilación de Rad9 existente en ausencia de PP4 depende de 
Rad53. 
3.5.2. La hiperactivación de Rad53 en ausencia de PP4 afecta a la resección 
favoreciendo la unión de Rad9 al ADN 
En las secciones anteriores se ha demostrado que PP4 modula los niveles de 
fosforilación de Rad53 con el fin de estimular la resección y así fomentar la reparación 
por SSA. Además, hemos visto que la eliminación de PPH3 incrementa los niveles de 
fosforilación de Rad9 (Fig. 48A), particularmente en las inmediaciones del dominio TUDOR 
(Fig. 47B). También hemos demostrado que PP4 contrarresta la fosforilación de Rad9 
mediante el control que esta fosfatasa ejerce en la activación de Rad53 en respuesta a 
Fig. 49. Las bandas de alto peso molecular de Rad9 observadas en Fig. 48 corresponden a 
formas fosforiladas de la proteína. Células silvestres (AC1557) del fondo genético JKM139 con 
Rad9 marcado con el epítopo HA se bloquearon en G1 con factor α, se liberaron en medio fresco 
sin feromona durante 1 h y se añadió galactosa para inducir el corte HO. Se tomaron muestras 0 
y 7 h después de la expresión de la endonucleasa, que se procesaron, se incubaron con o sin λ-
fosfatasa y se analizaron por Western blot. Se muestran dos exposiciones diferentes, pudiendo 
observar que el tratamiento con λ-fosfatasa da lugar a formas menos pesadas debido a la 





una lesión en el ADN. En general, estos datos sugieren que el efecto positivo que PP4 
ejerce sobre la resección está directamente relacionado con la capacidad de esta 
fosfatasa para modular la función de Rad9 en las inmediaciones de la rotura. 
Se ha descrito que la unión de Rad9 a la cromatina limita la actividad de la nucleasa 
Dna2 [82, 83, 175, 181], y que dicha interacción con el ADN se produce a través del 
dominio TUDOR [182]. Además, también se ha demostrado que la asociación de Rad9 en 
las zonas del daño depende de la actividad de Rad53 [175]. Dado que tras la inducción de 
un DSB en ausencia de actividad PP4, Rad9 se encuentra hiperfosforilado precisamente 
en el dominio TUDOR y que Rad53 presenta altos niveles de fosforilación, esto sugiere 
que la hiperactivación de Rad53 en mutantes pph3Δ podría favorecer la afinidad de Rad9 
por la lesión en el ADN, causando de este modo los defectos en resección mostrados en 
los apartadores anteriores.  
Para comprobar esta hipótesis, desarrollamos experimentos de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) en células control, pph3Δ, pph3Δ rad53K227A y 
rad53K227A, en las que se analizó la interacción de Rad9 a 0,2 kb, 0,5 kb y 1,5 kb de un 
DSB no reparable presente en el fondo genético JKM139 (Fig. 17). El corte por la 
endonucleasa HO fue inducido en cultivos asincrónicos en crecimiento exponencial de las 
cepas indicadas, tomando muestras a 1 h y 2 h tras la adición de galactosa al medio. Estos 
experimentos ponen de manifiesto que la eliminación de PPH3 provoca un incremento 
significativo en la cantidad de Rad9 unido en todas las distancias analizadas en 
comparación con una cepa silvestre (Fig. 50). Es reseñable que los altos niveles de unión 
de Rad9 en torno al sitio HO en ausencia de actividad PP4 se reducen drásticamente al 
incorporar la variante rad53K227A en células pph3Δ (Fig. 50), lo que apunta a la 
inactivación Rad53 por PP4 como la principal responsable de la exclusión de Rad9 del DSB. 
Además, y como ya se había demostrado previamente, un mutante simple rad53K227A 
exhibe un efecto muy leve en la interacción de Rad9 alrededor del DSB en comparación 
con células silvestres [175]. Por tanto, estos resultados confirman que la inhibición de 
Rad53 por PP4 en los pasos iniciales de la respuesta a daño en el ADN es fundamental 
para reducir la asociación de Rad9 en torno a la lesión, disminuyendo así el efecto 









Fig. 50. En ausencia de actividad PP4 se incrementa la unión de Rad9 en torno al DSB, como 
consecuencia de la hiperactivación de Rad53. Se cultivaron células de tipo silvestre (AC1557), 
pph3Δ (AC1559), rad53K227A (AC1759) y pph3Δ rad53K227A (AC1773) del fondo JKM139 
(explicado en Fig. 17) en YP-Rafinosa y se tomaron muestras a 0, 1 y 2 h después de la adición de 
galactosa para la inducción del DSB. Las muestras fueron sometidas a ensayos de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP), analizando la unión de Rad9 a 0,2, 0,5 y 1,5 kb de 
distancia del sitio HO. Los datos correspondientes a cada tiempo se normalizaron con la señal 
del control de carga (input). Las gráficas representan el enriquecimiento relativo al control 
negativo sin anticuerpo. Se muestra también la unión del factor al locus ACT1 en el cromosoma 







3.5.3.  La depleción de RAD9 suprime los defectos en resección de un mutante 
carente de actividad PP4 
Los datos expuestos anteriormente indican que PP4 contrarresta la 
autofosforilación de Rad53 durante los primeros estadios de la reparación con el fin de 
evitar una fosforilación excesiva de Rad9, y así disminuir sus niveles de unión a la rotura. 
Si la hiperactivación de Rad9 en ausencia de actividad PP4 es el evento final que restringe 
la resección, nos preguntamos si la eliminación de RAD9 podría subsanar las deficiencias 
de los mutantes pph3Δ en este proceso.  
Para confirmar esta hipótesis, analizamos la eficiencia de resección en respuesta a 
un corte no reparable inducido por la endonucleasa HO (fondo JKM139, representado en 
Fig. 17), combinando la depleción de PPH3 con la de RAD9. Células pph3Δ, pph3Δ rad9Δ 
y rad9Δ fueron cultivadas en YP-rafinosa, bloqueadas en G1 con factor α y liberadas en 
medio fresco durante 1 h. Tras la salida del bloqueo, se añadió galactosa al medio para 
inducir la expresión de la enzima y se tomaron muestras a diferentes tiempos para realizar 
ensayos de resección por Southern blot. La eliminación de RAD9 en un fondo pph3Δ 
produce un marcado incremento en la cinética de resección en comparación con el 
mutante simple pph3Δ (Fig. 51), indicando que rad9Δ suprime el defecto de resección 
causado por la falta de actividad asociada a PP4.  
Hay que destacar que, debido a la función de Rad9 en la activación del checkpoint 
de daño [184], la ausencia de Rad9 da lugar a células que no son capaces de bloquearse 
completamente en G2/M tras la inducción del DSB (Fig. 52A). Apoyando esta observación, 
experimentos de Western blot demuestran que un doble mutante pph3Δ rad9Δ desarrolla 
una reducción notable del estado de fosforilación de Rad53 en comparación con una cepa 
pph3Δ (Fig. 52B), debido a la implicación de Rad9 en la activación de la quinasa Rad53 
[53, 54, 56].  
Cabe reseñar también que Pph3 es epistático con Rad9 respecto a la eficiencia en la 
resección, puesto que mutantes pph3Δ rad9Δ y rad9Δ mostraban una cinética de 
desaparición de las bandas en experimentos de Southern blot prácticamente idéntica (Fig. 
51). Esto confirma que ambos factores actúan en la misma vía durante la respuesta a daño 







Fig. 51. La depleción de RAD9 recupera los defectos en resección que padecen los mutantes 
pph3Δ. Células en crecimiento exponencial de las cepas pph3Δ (AC1366), pph3Δ rad9Δ (1547) y 
rad9Δ (AC1546) del fondo genético JKM139 (descrito en la figura 17) se sincronizaron usando la 
feromona factor α y se liberaron en medio fresco durante 1 h. Tras inducir la expresión del HO 
añadiendo galactosa al cultivo, se tomaron muestras en los tiempos indicados. Se extrajo el ADN 
genómico, se digirió con StyI y se llevaron a cabo Southern blots. Se cuantificaron las bandas 
detectadas en ellos y se normalizaron frente a la actina como control de carga. Las gráficas 
representan la Media ± SD de tres experimentos independientes. Se promediaron los replicados 
y las diferencias estadísticamente significativas se determinaron a partir de un test T de Student 









3.5.4. La depleción de RAD9 suprime los defectos de reparación por SSA/BIR de 
un mutante carente de actividad PP4 
Con el fin de determinar si el restablecimiento del defecto en resección que 
experimenta el doble mutante pph3Δ rad9Δ es suficiente para restaurar las deficiencias 
en reparación de una estirpe pph3Δ, comparamos la capacidad de ejecución de SSA/BIR 
de estas cepas en un fondo YMV80 (sistema de reparación descrito en la figura 10). Se 
crecieron células silvestres, pph3Δ, rad9Δ y pph3Δ rad9Δ en YP-rafinosa y se indujo el DSB 
mediante la adición de galactosa en cultivos asincrónicos en fase exponencial. A 
continuación, se tomaron muestras a distintos tiempos y se procesaron mediante 
Southern blot. En consonancia con la mejoría en resección observada anteriormente (Fig. 
51), se puede apreciar un incremento significativo en la eficiencia de reparación por 
SSA/BIR en células pph3Δ rad9Δ en comparación con su control pph3Δ. Además, ambas 
Fig. 52. La inactivación de Rad9 afecta a la fosforilación de Rad53 durante la inducción de un 
DSB. A) Perfiles de FACS para el análisis del contenido en ADN de las muestras tomadas en el 
experimento descrito en la figura 51, para las cepas pph3Δ (AC1366), pph3Δ rad9Δ (1547) y 
rad9Δ (AC1546). B) En el experimento de la figura 51 se tomaron también muestras que fueron 
procesadas para la realización de Western blots, con el fin de analizar la fosforilación de Rad53. 






cepas inducían el daño con una cinética similar, descartando variaciones en la eficiencia 
de inducción de la endonucleasa HO entre ambas estirpes (Fig. 53).  
 
 
Fig. 53. La ausencia de RAD9 restaura los defectos en SSA/BIR que presentan las células pph3Δ. 
Células de las estirpes pph3Δ (AC1327), pph3Δ rad9Δ (AC1538) del fondo genético plasmado en 
la figura 10 se crecieron en YP-Rafinosa y se transfirieron a medio suplementado con galactosa 
para la inducción del HO. Se tomaron muestras en los tiempos indicados, se extrajo el ADN 
genómico, se digirió con KpnI y se analizó mediante Southern blot. Se utilizaron sondas que 
reconocían la secuencia U2 y la actina. Las gráficas muestran la cuantificación de las señales de 
las bandas detectadas, después de normalizar los datos con la actina como control de carga. Las 
gráficas representan la Media ± SD de tres experimentos independientes. Las diferencias 










Conforme con la mejoría en la reparación del DSB, el doble mutante pph3Δ rad9Δ 
entra más rápido en el ciclo celular según ensayos de FACS (Fig. 54A) y los niveles de 
fosforilación de Rad53 disminuyen en comparación con la estirpe control pph3Δ (Fig. 
54B). Igualmente, la letalidad observada en células pph3Δ en medio sólido con MMS, 4-
NQO, fleomicina y galactosa se alivia parcialmente en ausencia de RAD9 (Fig. 55). Además, 
el hecho de que mutantes pph3Δ rad9Δ y rad9Δ presenten la misma viabilidad bajo estas 
condiciones reafirma de nuevo la epistasia entre Pph3 y Rad9 (Fig. 55). 
Fig. 54. El estado de fosforilación de Rad53 se ve modificado durante la respuesta a daño en 
ausencia de RAD9. A) Análisis de la progresión en el ciclo celular mediante FACS de muestras de 
las cepas pph3Δ (AC1327), pph3Δ rad9Δ (AC1538) recogidas en el experimento detallado en la 
figura 53. B) En el experimento descrito en la figura 53 se tomaron también muestras para la 
extracción de proteína con TCA y la realización de Western blots, con el fin de estudiar la 







Con respecto al análisis de la capacidad de regeneración de un DSB mediante 
SSA/BIR en un mutante simple rad9Δ, los experimentos de Southern blot revelaron que, 
mientras la eliminación de RAD9 no afecta a la eficiencia de inducción de la lesión, estas 
células reparan la lesión más eficientemente que la cepa control (Fig. 56). En consonancia 
con esta mejoría en la generación del producto de reparación, el mutante rad9Δ presenta 
una cinética más rápida en la entrada en el ciclo celular según el FACS (Fig. 57A). Estos 
datos confirman que Rad9 desempeña una función general en reprimir la ejecución de 
SSA/BIR.  
Fig. 55. La eliminación de RAD9 en ausencia de PP4 recupera la viabilidad en medio sólido con 
daño. A) Se sembraron diluciones seriadas 1:10 de cultivos en crecimiento exponencial de las 
cepas silvestre (AC218), pph3Δ (AC1327), rad9Δ (AC1536) y pph3Δ rad9Δ (AC1538) del fondo 
YMV80, en placas con HU (5 mM), 4-NQO (0,2 µM), MMS (0,005%) y Fleomicina (0,250 µM), que 
se dejaron crecer a 28ºC durante 48 h para el estudio de su viabilidad en presencia de agentes 
genotóxicos. B) Gotas creciendo en glucosa y galactosa para la inducción del HO de las cepas 








Finalmente, hay que destacar que un doble mutante pph3Δ rad9Δ retiene cierta 
cantidad de fosforilación de Rad53 (Fig. 54B), mientras que un mutante simple rad9Δ 
pierde completamente esta fosforilación (Fig. 57B). Estos datos sugieren que en ausencia 
de Rad9, Rad53 mantiene cierta capacidad de ser fosforilado, pero esta modificación es 
eliminada por PP4 durante la respuesta a daño.  
Fig. 56. La eliminación de RAD9 potencia ligeramente la reparación por SSA/BIR. Se cultivaron 
células silvestres (AC218) y rad9Δ (AC1536) con las características genéticas explicadas en la 
figura 10 hasta fase de crecimiento exponencial en YP-Rafinosa. En ese punto se indujo un DSB 
en el genoma añadiendo galactosa al medio y se cogieron muestras en los tiempos indicados. 
Tras la extracción del ADN genómico y su digestión con KpnI, se desarrollaron ensayos de 
Southern blot utilizando sondas que reconocían las secuencias U2 y la actina como control de 
carga. Las gráficas representan la cuantificación de las señales detectadas, normalizando los 
datos con la actina. Se ha representado la Media ± SD de tres experimentos independientes, y 









3.5.5.  La depleción de RAD9 suprime los defectos de reparación por SSA de un 
mutante carente de actividad PP4 
Los ensayos anteriores de resección y de reparación por SSA/BIR demuestran que la 
depleción de RAD9 recupera los defectos ocasionados por la ausencia de actividad 
fosfatasa PP4 en estos procesos (Fig. 51 y Fig. 53). Por otro lado, en los apartados 3.3.2, 
3.3.3 y 3.3.6 de esta memoria se ha demostrado que los defectos observados en células 
pph3Δ en resección, reparación por SSA/BIR y reparación por SSA se suprimen al disminuir 
el estado de fosforilación de Rad53 mediante la introducción del alelo catalíticamente 
inactivo rad53K227A (Fig. 21, 25 y 36 respectivamente). Dado que este efecto es mucho 
más evidente durante la reparación por SSA (Fig. 36), la restauración del fenotipo que 
Fig. 57. La eliminación de RAD9 inhibe drásticamente la fosforilación de Rad53 durante la 
reparación por SSA/BIR. A) Perfiles de FACS para el análisis del contenido en ADN de las 
muestras tomadas en el experimento indicado en la figura 56. B) Se tomaron muestras para las 
cepas silvestre (AC218) y rad9Δ (AC1536) en las mismas condiciones que las que se exponen en 
la figura 56, se extrajeron las proteínas con TCA y se desarrollaron ensayos de Western blot para 







provoca la eliminación de RAD9 en células pph3Δ debe de ser también más notoria 
durante la reparación por SSA. Para estudiar la cinética de reparación por la vía SSA en 
ausencia de Rad9, trabajamos de nuevo con mutantes rad51Δ en un fondo YMV80 
(descrito en Fig. 10). Las células se crecieron en YP-rafinosa y se les indujo un DSB tras 
expresar le endonucleasa HO mediante la adición de galactosa. Se tomaron muestras a 
distintos intervalos y se analizó la eficiencia de reparación mediante Southern blot.  
 
 
Fig. 58. La inactivación de Rad9 mejora la eficiencia de reparación por SSA. Se pusieron a crecer 
cultivos en YP-Rafinosa de cultivos de células derivadas del fondo YMV80 (Fig. 10) con las 
depleciones rad51Δ (AC1468) y rad51Δ rad9Δ (AC1541). El medio se suplementó con galactosa 
para inducir la expresión de la endonucleasa HO y se tomaron muestras en los intervalos 
señalados. Se extrajo el ADN genómico, se digirió con KpnI y se realizaron ensayos de Southern 
blot. Se cuantificó la intensidad de las bandas y se normalizaron los datos con la actina como 
control de carga. En las gráficas se ha representado la Media ± SD de tres experimentos 
independientes. Se promediaron las cuantificaciones de las réplicas, y la significación estadística 







Estos ensayos permitieron determinar en primer lugar que el mutante simple 
rad51Δ presenta una cinética de reparación más lenta que una cepa silvestre (Fig. 58 y 
Fig. 11 respectivamente). Esto probablemente es debido a que en ausencia de RAD51 la 
restauración de la molécula de ADN se produce únicamente por la ruta SSA. Hay que 
destacar que la depleción de RAD9 en una estirpe rad51Δ es suficiente para mejorar la 
capacidad de regeneración de la molécula de ADN por SSA (Fig. 58), así como adelantar 
la entrada en el ciclo celular (Fig. 59A). Dado que la reparación por SSA depende 
exclusivamente de la velocidad de resección, estos datos sugieren que la ineficiente 
reparación por SSA observada en ausencia de Rad51 está directamente ligada al efecto 
negativo que Rad9 ejerce sobre la resección. 
 
 
Fig. 59. La depleción de RAD9 reduce la fosforilación de Rad53 durante la ejecución de SSA. A) 
Análisis del contenido en ADN mediante FACS de las muestras tomadas en el experimento 
descrito en la figura 58. B) Estudio de la fosforilación de Rad53 en las condiciones mencionadas 
en la figura 58. Se tomaron muestras de las cepas rad51Δ (AC1468) y rad51Δ rad9Δ (AC1541) y 
se extrajeron las proteínas con TCA para la realización de Western blots. Se muestra la tinción 






Para confirmar que la función de PP4 es específica de SSA a través del efecto que 
Rad53 tiene sobre Rad9, analizamos la reparación en mutantes rad51Δ pph3Δ rad9Δ. 
Como cabría esperar, la eliminación de RAD9 en el mutante rad51Δ pph3Δ restaura 
completamente los defectos observados en el doble mutante rad51Δ pph3Δ (Fig. 60). 
 
 
Fig. 60. La eliminación de RAD9 fomenta la reparación por SSA en ausencia de actividad PP4. 
Se cultivaron células de los mutantes rad51Δ pph3Δ (AC1471) y rad51Δ pph3Δ rad9Δ (AC1543) 
con el sistema de reparación característico del fondo YMV80 (Fig. 10) hasta fase de crecimiento 
logarítmico. Se añadió galactosa al medio para inducir un DSB en el sitio HO y se tomaron 
muestras en los tiempos indicados. Se procedió a la extracción del ADN genómico y su digestión 
con KpnI, y se realizaron ensayos de reparación mediante Southern blot. Se utilizaron sondas que 
reconocían la secuencia U2 y la actina y se cuantificaron las densidades de las bandas detectadas, 
normalizando los datos con la actina como control de carga. Las gráficas representan la Media ± 
SD de tres experimentos independientes, y los p-valores se calcularon utilizando un test T de 






Apoyando este resultado, el mutante rad51Δ pph3Δ rad9Δ entra en el ciclo celular y 
reduce los niveles de fosforilación de Rad53 con una cinética más rápida que la cepa 
control rad51Δ pph3Δ (Fig. 61A y Fig. 61B respectivamente).  
 
 
Además, el mutante triple rad51Δ pph3Δ rad9Δ presenta un incremento en la 
viabilidad celular en respuesta a compuestos que inducen daño en el ADN como 4-NQO, 
MMS y fleomicina en comparación con el control (Fig. 62A). El mismo efecto es observado 
cuando las células se crecen medios sólidos con galactosa con el fin de activar la expresión 
de la endonucleasa HO (Fig. 62B). Además, la eliminación de PPH3 en células rad51Δ 
rad9Δ no agrava la sensibilidad en presencia de los agentes genotóxicos utilizados (Fig. 
62A), demostrando que Pph3 y Rad9 actúan en la misma ruta.  
Fig. 61. El estado de fosforilación de Rad53 se ve afectado durante SSA al inactivar Rad9 en 
mutantes rad51Δ pph3Δ. A) Análisis de la progresión del ciclo celular mediante FACS a partir de 
las muestras tomadas en el experimento de la figura 60. B) Se tomaron muestras de las estirpes 
rad51Δ pph3Δ (AC1471) y rad51Δ pph3Δ rad9Δ (AC1543) en las mismas condiciones que las 
citadas en Fig. 60. Se extrajeron las proteínas con TCA y se realizaron Western blots para el 







Finalmente, ensayos de Western blot con muestras de los experimentos anteriores 
permiten observar que la depleción de RAD9 en una estirpe rad51Δ pph3Δ reduce 
drásticamente la fosforilación de Rad53 (Fig. 61B), incluso hasta niveles cercanos a los del 
silvestre (Fig. 15). Sin embargo, mientras un triple mutante rad51Δ pph3Δ rad9Δ todavía 
retiene cierta capacidad para fosforilar a Rad53, el doble mutante rad51Δ rad9Δ abole 
Fig. 62. La depleción de RAD9 mejora la viabilidad en presencia de compuestos genotóxicos en 
células sin actividad PP4. A) Se sembraron gotas de diluciones seriadas 1:10 de cultivos en 
crecimiento exponencial de las cepas indicadas en medio sólido con DMSO (como control no 
tratado), HU (5 mM), 4-NQO (0,2 µM), MMS (0,005%) y Fleomicina (0,250 µM). B) Gotas en 







completamente esta fosforilación (Fig. 59B), indicando que PP4 está desfosforilando 
activamente a Rad53 durante la reparación de una lesión en el ADN para fomentar el 




Fig. 63. La eliminación de RAD9 mejora la eficiencia de reparación por SSA en células rad51Δ 
pph3Δ sincronizadas. Se cultivaron células rad51Δ pph3Δ (AC1471) y rad51Δ pph3Δ rad9Δ 
(AC1543) del fondo genético YMV80 (Fig. 10) hasta fase de crecimiento exponencial y se 
bloquearon en G1 con factor α. Se liberaron en presencia de galactosa para inducir la expresión 
de la endonucleasa HO y se tomaron muestras en distintos intervalos. En el momento en el que 
las células comenzaron a gemar se añadió nocodazol para evitar la entrada en mitosis. Se extrajo 
el ADN genómico, se digirió con KpnI y se realizaron ensayos de Southern blot. Las gráficas 
representan la cuantificación de las señales de las bandas detectadas, normalizando los datos 






3.5.6.  La mejoría en SSA promovida por Rad9 es independiente del ciclo celular  
Nuestros datos apuntan a que la recuperación de la eficiencia de reparación en los 
mutantes rad9Δ es debida al efecto restrictivo que Rad9 tiene sobre la resección. Sin 
embargo, no podemos descartar que la inexistencia de un checkpoint de daño 
competente en ausencia de RAD9 y, por tanto, la entrada prematura en el ciclo celular, 
pueda estar detrás de esta mejoría.  
Para evitar posibles interferencias del ciclo celular en la eficiencia de reparación 
debidas a la carencia de un checkpoint de daño en la cepa rad9Δ, células rad51Δ pph3Δ y 
rad51Δ pph3Δ rad9Δ se bloquearon en G1 con la feromona factor α y se liberaron en 
medio YP-galactosa con nocodazol para evitar la entrada en mitosis. Se cogieron muestras 
a distintos intervalos y se analizó la eficiencia de reparación mediante Southern blot. Bajo 
estas condiciones experimentales, el triple mutante rad51Δ pph3Δ rad9Δ sigue 
recuperando la banda correspondiente al producto de reparación más eficientemente 
que el mutante doble rad51Δ pph3Δ (Fig. 63). Hay que destacar que ambas cepas 
permanecían bloqueadas en G2/M debido al efecto del nocodazol (Fig. 64), descartando 





Fig. 64. El triple mutante rad51Δ pph3Δ rad9Δ permanece bloqueado en G2/M durante un 
tratamiento con nocodazol. En la imagen se muestran los perfiles de FACS de las muestras 
tomadas en el experimento de la figura 63 para las cepas rad51Δ pph3Δ (AC1471) y rad51Δ 






3.5.7. Los defectos en resección y reparación asociados a la ausencia de PP4 son 
suprimidos al disminuir la unión de Rad9 al ADN 
Los resultados previos mostrados en este trabajo indican que la depleción de RAD9 
restaura todos los defectos observados en células carentes de actividad PP4, lo que 
sugiere que Rad9 es el efector final del sistema PP4/Rad53. Sin embargo, la eliminación 
de RAD9 conlleva una reducción de la fosforilación de Rad53 (Fig. 52B, Fig. 54B, Fig. 61B) 
[53], de modo que no podemos descartar la existencia de efectos indirectos debidos a 
una baja activación de Rad53 y, por ende, del checkpoint en estas cepas. Como 
comentamos anteriormente, se ha postulado que Rad9 inhibe la resección por Sgs1/Dna2 
mediante su interacción física en las inmediaciones del DSB, asociación que es 
dependiente de Rad53 [175]. Esta unión de Rad9 al ADN depende de la fosforilación en la 
Ser129 de la histona H2A [49, 185]. Según los resultados del ensayo de espectrometría de 
masas, la inactivación de PP4 deriva en un incremento de la fosforilación de Rad9 
específicamente en su dominio TUDOR (Fig. 47B), región que le permite interaccionar con 
el ADN [182]. Curiosamente la eliminación de PPH3 estimula la unión de este factor a las 
zonas adyacentes al DSB (Fig. 50), indicando que la regulación de Rad53 por PP4 es vital 
para evitar una carga excesiva de Rad9 a la zona dañada y, de este modo, permitir una 
resección eficiente.  
Para confirmar que la recuperación de la eficiencia de resección y reparación por 
SSA que aparece en los mutantes rad9Δ se debe a la ausencia de este inhibidor físico de 
la resección, y no a otro efecto indirecto ocasionado por la disminución en la activación 
de Rad53, decidimos estudiar si la eliminación de la fosforilación de la Ser129 de H2A y, 
en consecuencia, de la unión de Rad9 al DSB, también restauraba los defectos de los 
mutantes pph3Δ. Para ello, construimos una cepa en el fondo YMV80 (variante HO 
esquematizada en la figura 10) en la que este residuo de serina en posición 129 de la 
histona H2A fue sustituido por un codón de parada. Esta sustitución se realizó en los dos 
alelos HTA1 y HTA2 que codifican la histona, obteniendo los mutantes hta1/hta2-S129* 
[38]. En primer lugar, comprobamos si esta nueva versión de la histona era capaz de 
reducir la afinidad de Rad9 al corte en el ADN. Para ello, cultivos asincrónicos en fase 
exponencial de células silvestres, pph3Δ y pph3Δ hta1/hta2-S129* crecidas en YP-rafinosa 
fueron inducidos mediante la adición de galactosa al medio. Se tomaron muestras 1 h y 2 





determinar la unión de Rad9 en la zona del corte. Como habíamos observado 
anteriormente (Fig. 50), la ausencia de actividad de PP4 fomenta la interacción de Rad9 a 
las inmediaciones de la lesión en comparación con el enriquecimiento detectado en la 
cepa control (Fig. 65). Estos altos niveles de Rad9 asociado a las inmediaciones del DSB 
en ausencia de PPH3 se reducen drásticamente al sustituir los alelos HTA1/HTA2 por las 
variantes hta1/hta2-S129* (Fig. 65), confirmando que estas construcciones no son 
completamente competentes para ensamblar Rad9 a la cromatina.  
 
 
Fig. 65. La unión de Rad9 en torno al DSB disminuye al sustituir la versión silvestre de H2A por 
la variante hta1/hta2-S129* en ausencia de PP4. Se cultivaron células de tipo silvestre (AC1785), 
pph3Δ (AC1787) y pph3Δ hta1/hta2-S129* (AC2050) del fondo YMV80 (Fig. 10) y se tomaron 
muestras 0, 1 y 2 h después de la inducción del DSB. Se realizaron ensayos de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP), analizando la unión de Rad9 a 0,2 kb, 0,5 kb y 0,8 kb 
de distancia del sitio HO. Los datos correspondientes a cada tiempo se normalizaron con la señal 
del input. Las gráficas representan el enriquecimiento relativo al control negativo sin anticuerpo. 






Una vez comprobado que los mutantes hta1/hta2-S129* presentan problemas en el 
reclutamiento de Rad9 a las zonas de corte, se procedió a determinar si esta reducción 
era suficiente para revertir los defectos de resección y reparación de los mutantes pph3Δ. 
Para ello se indujo la expresión de la endonucleasa HO mediante la adición de galactosa 
a cultivos en crecimiento exponencial de células pph3Δ y pph3Δ hta1/hta2-S129* en el 
mismo fondo genético YMV80, se tomaron muestras a diferentes tiempos y se realizaron 
ensayos de Southern blot. La hibridación con sondas U2 y actina (Fig. 66A, panel superior, 
Fig. 66B) permitió corroborar que la eliminación de la Ser129 de la histona H2A en un 
mutante pph3Δ incrementa considerablemente la eficiencia de reparación por SSA/BIR 
(Fig. 66A panel superior, Fig. 66B).  
De acuerdo con este adelanto en la aparición del producto de reparación, el doble 
mutante pph3Δ hta1/hta2-S129* muestra una reentrada más rápida en el ciclo celular 
una vez reparado el corte (Fig. 67A). Igualmente, se analizó también la eficiencia de 
resección de estas cepas, utilizando el sistema descrito previamente (Fig. 32). El ensayo 
de Southern blot con sondas que hibridan a 10 kb y 17 kb de distancia del sitio HO 
demuestra que células pph3Δ hta1/hta2-S129* reseccionan más rápido que el mutante 
simple pph3Δ (Fig. 66A panel inferior, Fig. 66C). Estos datos ratifican que la mejoría en la 
reparación está directamente relacionada con la habilidad de PP4 para estimular la 
resección a través su capacidad de restringir la unión de Rad9 a la rotura y, por tanto, 
estimular la acción de la ruta de Sgs1/Dna2. 
Es importante resaltar que la reducción de la unión de Rad9 al ADN en un doble 
mutante pph3Δ hta1/hta2-S129* no afecta a la activación de Rad53 respecto a un fondo 
pph3Δ en respuesta a un DSB (Fig. 67B). Por tanto, podemos concluir que la recuperación 
de los defectos de reparación y resección observados en el mutante pph3Δ hta1/hta2-
S129* no se debe a un efecto indirecto causado por una reducción de la fosforilación de 
Rad53. Además, como los niveles de fosforilación de Rad53 son similares entre ambas 
estirpes, podemos confirmar que los altos niveles de Rad53 fosforilado observados en 
ausencia de actividad PP4 están modulando principalmente la capacidad de Rad9 de 







Fig. 66. La eliminación de la fosforilación de la Ser129 de H2A recupera los defectos en 











Fig. 67. La eliminación de la fosforilación de la Ser129 de H2A no afecta a la fosforilación de 
Rad53 durante la inducción de un DSB. A) Análisis de la progresión del ciclo celular mediante 
FACS en el experimento descrito en la figura 66 para las cepas pph3Δ (AC1327) y pph3Δ 
hta1/hta2-S129* (AC1883). B) Se tomaron muestras de estos dos mutantes en las condiciones 
expuestas en Fig. 66 en los tiempos indicados, se extrajeron las proteínas con TCA y se realizaron 
ensayos de Western blot para el estudio de la fosforilación de Rad53. La tinción con Coomassie 
fue utilizada como control de carga. 
 
mutantes pph3Δ (AC1327) y pph3Δ hta1/hta2-S129* (AC1883) con el sistema de reparación del 
fondo YMV80 fueron suplementados con galactosa para inducir la expresión de la endonucleasa 
HO. Se tomaron muestras en los intervalos indicados, se extrajo el ADN genómico y se 
desarrollaron dos aproximaciones de Southern blot. Para el análisis de la reparación por SSA/BIR, 
se digirió el ADN con KpnI y se utilizaron sondas que hibridaban en las secuencias U2 y actina (A) 
panel superior) según se explica en Fig. 10. Para el estudio de la eficiencia de resección, se digirió 
el ADN con StyI y se utilizaron sondas que hibridaban en secuencias localizadas a 10 y 17 kb de 
distancia (A) panel inferior) según se explica en Fig. 32. B) Cuantificación de las bandas 
detectadas en A) panel superior. C) Cuantificación de las bandas detectadas en A) panel inferior. 
Todos los datos fueron normalizados con la actina como control de carga. Las gráficas muestran 
la Media ± SD de tres experimentos independientes. Se promediaron los replicados y las 









Fig. 68. La eliminación de RAD9 en células hta1/hta2-S129* afecta ligeramente a la resección 






Si la restauración de los defectos de reparación y resección de un pph3Δ que se 
produce al sustituir la versión endógena de H2A por la variante hta1/hta2-S129* es 
debida a la reducción de los niveles de Rad9 unidos al ADN en torno al daño, la eliminación 
de RAD9 en el doble mutante pph3Δ hta1/hta2-S129* no debería presentar ningún 
fenotipo adicional. Para confirmar esta hipótesis, se comparó la cinética de resección y 
reparación entre un doble mutante pph3Δ hta1/hta2-S129* y un triple pph3Δ hta1/hta2-
S129* rad9Δ. Este experimento puso de manifiesto que el mutante doble pph3Δ 
hta1/hta2-S129* apenas presenta un ligero retraso en la cinética de reparación por 
SSA/BIR (Fig. 68A panel superior, Fig. 68B) y de resección (Fig. 68A panel inferior, Fig. 68C) 
en comparación con el mutante triple. Este pequeño retardo podría ser debido a la unión 
residual de Rad9 al DSB existente en mutantes pph3Δ hta1/hta2-S129* (Fig. 65), que hace 
que estas células retengan cierta capacidad de inhibir la resección y la acumulación del 
producto de reparación. 
En conjunto, podemos concluir que PP4 participa en la regulación del proceso de 
resección, a través de su capacidad para atenuar la actividad de Rad53 durante las etapas 
iniciales de la respuesta a daño en el ADN. Esta inhibición de la actividad de Rad53 asegura 
una reducción de los niveles de Rad9 unido a las inmediaciones del DSB, hecho que facilita 
la acción del complejo Sgs1/Dna2 en las roturas del ADN. Esta habilidad de PP4 para 
estimular la resección es esencial para garantizar el éxito de rutas de reparación que 





hta1/hta2-S129* rad9Δ (AC2044) que contenían el sistema de reparación del fondo YMV80 hasta 
fase de crecimiento exponencial. El medio con rafinosa se suplementó con galactosa para inducir 
el corte HO y se tomaron muestras en los tiempos indicados. Se extrajo el ADN genómico y se 
realizaron ensayos de reparación mediante Southern blot. Para el análisis de la reparación por 
SSA/BIR, se digirió el ADN con KpnI y se utilizaron sondas que hibridaban en las secuencias U2 y 
actina (A) panel superior) según se explica en Fig. 10. Para el estudio de la eficiencia de resección, 
se digirió el ADN con StyI y se utilizaron sondas que hibridaban en secuencias localizadas a 10 y 
17 kb de distancia (A) panel inferior) según se explica en Fig. 32. B) Cuantificación de la intensidad 
de las señales detectadas en A) panel superior. C) Cuantificación de la densidad de las bandas 
detectadas en A) panel inferior. Todos los datos fueron normalizados con la actina como control 




































4.1. Visión general de PP4 durante la reparación de DSBs 
La fosforilación en respuesta a daño en el ADN ha sido una de los temas principales en 
el campo de la reparación, enfocándose principalmente a la regulación de las quinasas que 
operan en el DDR. Aunque está generalmente aceptado que la reversión de la fosforilación 
es determinante para restaurar el efecto impuesto por estas proteínas quinasas, solamente 
existen algunos estudios esporádicos sobre la desfosforilación durante la ejecución de la 
respuesta a daño en el ADN. Tradicionalmente, el papel de las fosfatasas en el DDR había 
estado relegado a las etapas finales de la respuesta, siendo su función más importante la de 
contrarrestar las fosforilaciones impuestas por las quinasas del DDR y así promover la 
reentrada en el ciclo celular tras la reparación. No obstante, la gran complejidad de las rutas 
que forman parte del DDR y los diversos eventos que tienen lugar durante la reparación 
sugieren que el ajuste de la fosforilación durante las distintas etapas de la respuesta es 
esencial para la regeneración de la molécula de ADN. De hecho, a lo largo de los últimos años 
la concepción de las fosfatasas durante el DDR ha ido cambiando, ampliando sus funciones a 
papeles directos en la reparación, más allá de la mera inactivación del checkpoint y la 
promoción de la reentrada en el ciclo celular. 
En consonancia con esta hipótesis, este trabajo expone una nueva función para PP4 
durante el DDR, donde la fosfatasa desfosforila a Rad53 durante las etapas iniciales de la ruta 
de reparación para estimular la resección del ADN, fomentando la reparación de DSBs. En 
concreto, el mantenimiento de una actividad reducida de Rad53 asegura que exista un bajo 
estado estacionario de fosforilación de múltiples dianas durante la respuesta, entre ellas, de 
Rad9. La reducción de la fosforilación de Rad9 disminuye su afinidad a la cromatina, 
contrarrestando así su función inhibitoria sobre Sgs1/Dna2. De este modo, la acción de PP4 
se traduce en una activación robusta y eficiente de la resección, necesaria para una 
reparación eficaz mediante mecanismos que dependen de la generación de largas 
extensiones de ssADN (Fig. 69, panel superior). En ausencia de PP4, los altos niveles de 
actividad de Rad53 dan lugar a un estado hiperfosforilado de Rad9, potenciando su unión en 
las inmediaciones del DSB y restringiendo la resección al impedir la acción de Sgs1/Dna2. De 
este modo, la eliminación de PPH3 conduce a una reparación ineficiente (Fig. 69, panel 





de actividad PP4 son rescatados reduciendo la unión de Rad9 a la cromatina; una menor 
interacción de Rad9 con el ADN en torno al DSB da lugar a una resección más eficaz y, 
consecuentemente, a una reparación apropiada. Esto sugiere que la regulación negativa de 
Rad53 por PP4 controla la resección disminuyendo la asociación de Rad9 en las regiones del 
daño (Fig. 69, panel inferior). 
El hecho de que PP4 module los niveles de fosforilación de Rad53 durante los estadios 
iniciales de la respuesta a daño implica que Rad53 debe estar activo únicamente durante una 
ventana de tiempo a lo largo de la respuesta y que este control se realiza mediante la 
regulación de su estado de fosforilación. Apoyando este mecanismo, algunos análisis 
proteómicos revelan que la mayoría de los eventos de fosforilación están rigurosamente 
regulados tanto espacial como temporalmente [186, 187]. Esto sugiere que el análisis de 
estas fosforilaciones a lo largo de los distintos estadios de la respuesta es esencial para 
mejorar nuestra comprensión sobre la regulación del DDR. La detección en estos estudios de 
un considerable número de sitios que eran desfosforilados inmediatamente después de la 
generación de DSBs en el genoma revela la importancia de los cambios dinámicos de 
fosforilaciones y desfosforilaciones durante la reparación. De esta manera, quinasas y 
fosfatasas podrían modular la actividad de los factores a lo largo del tiempo, entre ellos 
Rad53, cuya fosforilación ha de mantenerse en unos bajos niveles al comienzo del DDR para 
permitir una resección eficiente, e incrementarse posteriormente para permitir una 
activación del checkpoint proporcionada. 
Además, cabe destacar que el modelo descrito implica que una activación excesiva del 
checkpoint no es compatible con rutas de reparación que dependen de una resección de largo 
alcance para su consecución, y que las quinasas y fosfatasas del DDR deben cooperar a lo 
largo de la respuesta a daño para acoplar la activación del checkpoint con la reparación del 
ADN. Este balance en la activación del checkpoint asegura una respuesta a daño precisa, 
suficientemente fuerte para activar un arresto adecuado del ciclo celular en G2/M pero no 







Figura 69. Modelo sobre la función de PP4 en la activación de la resección. A) La actividad de 
PP4 es necesaria para el mantenimiento de niveles bajos de fosforilación de Rad53 durante los 
pasos iniciales de la ruta de reparación. Este estado estacionario de fosforilación de Rad53 
atenúa su actividad, lo que afecta a la fosforilación de otros sustratos, entre ellos Rad9. La 
hipofosforilación de Rad9 limita su presencia en el corte, permitiendo la activación completa de 
la vía de Sgs1/Dna2, una resección eficiente y, en consecuencia, una buena reparación. B) En 
ausencia de actividad PP4, la hiperactivación de Rad53 desencadena la fosforilación de Rad9. La 
hiperfosforilación de Rad9 estimula su unión a la cromatina, frenando la resección mediada por 
Sgs1/Dna2 en el sitio de corte. C) Los defectos en resección ocasionados por la eliminación de 
PP4 se rescatan cuando se mutageniza la histona H2A en la S129 y se inhibe la interacción de 







4.2. Regulación del estado de fosforilación de múltiples sustratos durante 
el DDR por PP4 
Los datos del ensayo de espectrometría de masas realizado en este trabajo revelan que 
en ausencia de actividad PP4, un elevado número de factores relacionados con la reparación 
de roturas en el ADN presentan altos niveles de fosforilación durante la respuesta, incluyendo 
Rad53 y Rad9. Así, junto a la regulación de la actividad de Rad53, PP4 controla el estado de 
fosforilación de otros sustratos durante el DDR. Teniendo en cuenta que la fosfatasa muestra 
una preferencia por desfosforilar los sitios de autofosforilación de Rad53, parece que PP4 
podría regular la actividad quinasa de Rad53 y por tanto, modular de forma indirecta el 
estado de fosforilación de múltiples proteínas aguas abajo en la vía del DDR. En cualquier 
caso, no podemos descartar que PP4 también pueda mediar una desfosforilación directa de 
sustratos de Rad53 durante la respuesta a una lesión en el ADN. Sin embargo, el hecho de 
que algunos de los sustratos hiperfosforilados encontrados en ausencia de actividad PP4 
reducen su fosforilación al inhibir la autofosforilación de Rad53 refuerza la idea de que la 
fosfatasa ejerce principalmente un control directo del estado de fosforilación de esta 
quinasa. 
Por otra parte, es importante destacar que PP4 también podría controlar la actividad de 
Rad53 modulando la fosforilación/activación de quinasas que actúen en niveles superiores. 
A este respecto, recientemente se ha demostrado que PP4 desfosforila la S1991 de Mec1 
[157], indicando que esta fosfatasa también podría intervenir en la regulación de la activación 
del checkpoint actuando sobre la quinasa apical de la ruta. Sin embargo, la fosforilación de 
este residuo requiere también la actividad de Rad53 [157], apuntando a que realmente PP4 
podría estar regulando la fosforilación de Mec1 de manera indirecta a través de Rad53. 
Además, en nuestro ensayo de espectrometría de masas no encontramos diferencias en la 
fosforilación de Mec1 entre una cepa silvestre y un mutante pph3Δ durante la inducción de 
un corte HO, sugiriendo que PP4 no desempeña un papel relevante en el control de la 
fosforilación de Mec1 en nuestras condiciones experimentales. 
Además de revelar la existencia de múltiples potenciales dianas de PP4 durante el DDR, 
los resultados del ensayo de espectrometría también nos han permitido determinar la 
fosforilación de una serie de residuos concretos de Rad53 en respuesta a un DSB inducido 





activación específica de la quinasa a este tipo de daño particular. Apoyando esta hipótesis, 
se ha descrito que el tratamiento con MMS provoca la fosforilación de un grupo determinado 
de residuos de Rad53 [172], diferente al set de sitios que incorporan fosfatos tras la adición 
de 4-NQO [53]. Además, en células humanas la actividad quinasa de CHK2 in vitro es diferente 
cuando se activa en vivo por rayos gamma, UV o HU, sugiriendo que estos agentes inducen 
perfiles de fosforilación distintos en la enzima [188]. En conjunto, estos datos indican que 
diferentes tipos de daño pueden generar distintos patrones de fosforilación específicos en 
Rad53, activando de manera particular a la quinasa dependiendo del tipo de daño producido. 
La modificación de estos residuos podría tener distinto significado funcional, estar regulada 






4.3. Acción de PP4 sobre el control de la resección  
La modulación del estado de fosforilación de Rad53 por PP4 en las etapas iniciales del 
DDR es clave para que la reparación del ADN se produzca de manera eficiente. Pero, ¿qué 
mecanismo está detrás de este efecto?, ¿cómo influye la hiperfosforilación de Rad53 en 
ausencia de PPH3 en el proceso de reparación? Nuestros datos indican que PP4 reduce los 
niveles de fosforilación de Rad53, permitiendo que tenga lugar una resección óptima, puesto 
que la eliminación de PPH3 provoca una hiperfosforilación de Rad53 y deficiencias durante 
la formación de ADN monocatenario. Considerando que se ha descrito que Rad53 fosforila a 
Exo1 y que dicha modificación inhibe la acumulación de ssADN durante la resección [81], 
podría ser que la hiperactivación de Rad53 en células pph3Δ diera lugar a un incremento de 
la fosforilación de Exo1 con la consecuente disminución de la eficiencia de degradación 5’-3’ 
de la molécula de ADN. Confirmando esta hipótesis, en el escrutinio de espectrometría de 
masas hemos encontrado que esta exonucleasa se encontraba hiperfosforilada en ausencia 
de actividad PP4 durante la respuesta a un corte HO. No obstante, nuestros resultados han 
determinado que un doble mutante pph3Δ exo1Δ presentaba una resección más retardada 
que los mutantes sencillos pph3Δ y exo1Δ, sugiriendo que la acción de PP4 sobre Exo1 no es 
el principal mecanismo por el que la fosfatasa controla la resección. En consonancia con esta 
observación, se ha demostrado que el cambio de los residuos fosforilables de Exo1 por 
alaninas o ácidos glutámicos (para evitar o mimetizar la fosforilación, respectivamente), tiene 
un efecto sutil en la procesividad de Exo1 [81], indicando que la actividad de la exonucleasa 
no está controlada por su estado estacionario de fosforilación. En cualquier caso, no 
podemos descartar que PP4 desfosforile directamente a Exo1 a lo largo de la reparación de 
una lesión en el material genético.  
Por otra parte, la combinación de la depleción de pph3Δ con sgs1Δ incrementa los 
defectos en resección muy ligeramente en comparación con los mutantes sencillos, 
sugiriendo que la desfosforilación de Rad53 por PP4 afecta predominantemente a la actividad 
de Sgs1/Dna2. Se ha descrito previamente que Rad9 constituye una barrera para la resección 
al limitar la asociación de Sgs1 a los extremos del DSB [82, 83]. Además, la asociación de Rad9 
en las inmediaciones del daño depende de la actividad quinasa de Rad53 [175]. Teniendo en 
cuenta que en ausencia de actividad PP4 observamos un incremento en la fosforilación de 
Rad53, esto apunta a que esta hiperactivación incrementa la fosforilación de Rad9 causando 





observamos un aumento de la fosforilación de Rad9 dependiente de Rad53. Por tanto, estos 
datos sugieren que la desfosforilación de Rad53 por PP4 potencia la resección dependiente 
de Sgs1/Dna2 reduciendo la fosforilación de Rad9. Aunque estos datos sugieren que la 
reducción de la actividad de Rad53 por PP4 es la causa que origina los bajos niveles de 
fosforilación de Rad9, no podemos descartar que PP4 también pueda desfosforilar 
directamente a Rad9 para reducir su efecto negativo en la resección durante el DDR. 
Otra cuestión importante derivada de estas observaciones es cómo opera el módulo 
PP4/Rad53 en la regulación de la asociación de Rad9 al ADN dañado. Se ha descrito que la 
interacción de Rad9 con una lesión se produce a través de la S129 fosforilada de la histona 
H2A [49]. Una vez unido a la cromatina, Rad9 es fosforilado por Mec1 [52], creándose sitios 
de unión para Rad53; cuando Rad53 ha sido reclutado hasta el DSB, se desencadena su 
autofosforilación [56]. Además, también se ha demostrado, tanto en humanos como en 
levaduras, que Rad9 se une al sitio de daño en el ADN a través de su dominio TUDOR [182, 
189]. Teniendo en cuenta que en el escrutinio por espectrometría de masas realizado hemos 
encontrado que Rad9 se encuentra hiperfosforilado en ausencia de PP4 principalmente en 
torno a su dominio TUDOR, podemos proponer que la hiperactivación de Rad53 potencia la 
unión de Rad9 a la cromatina, creando de este modo una barrera física para la maquinaria 
de resección y, a su vez, desencadenando una hiperactivación del checkpoint de daño. En 
línea con esta hipótesis, células sin PPH3 presentan un incremento de los niveles de Rad9 
dependiente de Rad53 en las zonas cercanas al corte producido por la endonucleasa HO. Esto 
sugiere que la actividad de PP4 sobre Rad53 permite relajar la interacción de Rad9 con el 
ADN dañado, superando así el efecto negativo que este factor ejerce sobre la ruta Sgs1/Dna2. 
Este modelo concuerda con la observación de que la eliminación de la S129 de H2A es 
suficiente para rescatar los fenotipos de resección y reparación del ADN de mutantes pph3Δ. 
Aunque la fosforilación de Rad9 dependiente de Rad53 podría constituir perfectamente 
el link entre PP4 y resección, no podemos descartar la existencia de otros sustratos de la 
fosfatasa que también podrían regular la unión de Rad9 a la lesión en el ADN. Por ejemplo, 
se ha demostrado que la desfosforilación directa de H2A por PP4 no solo regula la reentrada 
en el ciclo celular [69, 70], sino también la reparación de lesiones en el ADN [68, 168]. En ese 
sentido, hemos detectado en nuestro ensayo de espectrometría que la fosforilación de H2A 
estaba incrementada en ausencia de actividad PP4 durante la reparación de un daño en el 





encuentra hiperfosforilada en respuesta a un tratamiento con MMS en células carentes de 
actividad asociada a PP4 [168]. Teniendo en cuenta que la fosforilación de este residuo es un 
prerrequisito para el reclutamiento de Rad9 al DSB, es razonable pensar que una 
desfosforilación directa de H2A por PP4 podría también formar parte de un mecanismo 
adicional que regule la interacción de Rad9 con el ADN y, en consecuencia, la resección. De 
este modo, la función de PP4 en la desfosforilación de γ-H2A sería necesaria para una 
resección y reparación eficientes, más allá de representar únicamente una condición para la 
progresión en el ciclo celular una vez que la reparación ha tenido lugar. Por último, hay que 
destacar que la fosforilación de Sgs1 por Mec1 ha sido implicada en el reclutamiento de 
Rad53 a sitios de daño [58], por lo que no podemos descartar que PP4 pueda tener un papel 
en la regulación de Rad9 actuando sobre esta helicasa. En consonancia con esta apreciación, 
hemos detectado altos niveles de fosforilación de Sgs1 en ausencia de actividad PP4 tras la 
inducción de un corte HO en nuestro escrutinio de espectrometría de masas. Esto sugiere 
que podría existir un mecanismo adicional de regulación de Rad53 y Rad9 en la resección por 
PP4 a través de la modulación de los niveles de fosforilación de Sgs1. Serán necesarios nuevos 
análisis para demostrar si estas potenciales dianas están reguladas directamente por PP4, y 






4.4. PP4 y la inactivación del checkpoint de daño en el ADN 
Una cuestión importante que surge de nuestros experimentos es cómo afecta la 
desfosforilación dependiente de PP4 a la reanudación del ciclo celular después de la 
reparación. Curiosamente, aunque se había descrito previamente que PP4 desempeña un 
papel en la inactivación del checkpoint de daño después de un tratamiento con MMS [75], no 
observamos un claro defecto en la reentrada en el ciclo celular tras la reparación de un único 
corte HO en nuestras condiciones experimentales. Esta aparente controversia puede ser 
explicada a través de dos interpretaciones no excluyentes entre sí. En primer lugar, la 
desactivación del checkpoint dependiente de PP4 podría estar supeditada a la extensión del 
daño generado y/o el tipo de estrés genotóxico. En este sentido, Pph3 es prescindible para la 
recuperación de Rad53 tras un estrés replicativo [76]. Además, la actividad de Rad53 durante 
la recuperación a MMS es muy similar entre una cepa silvestre y una pph3Δ, indicando que 
la fosforilación y actividad quinasa de Rad53 se pueden separar [76]. Otra posibilidad para 
explicar la falta de un defecto evidente en la reentrada en el ciclo celular en ausencia de PP4 
durante la inducción de un DSB reparable es que otras fosfatasas puedan compensar la 
pérdida de Pph3 durante este proceso. De hecho, se ha descrito que la fosfatasa PP1 se 
requiere para la desfosforilación de la histona γ-H2A y de Rad53 [190], desempeñando así 
una función en la inactivación del checkpoint de daño junto a PP4. Además, se ha propuesto 
que solo la combinación de la depleción de pph3Δ con ptc2Δ y ptc3Δ frena la desactivación 
de Rad53 y la progresión del ciclo celular [76], indicando la participación de varias fosfatasas 






4.5. Significado fisiológico del papel de PP4 en la resección 
Aparte de los detalles moleculares detrás de la regulación del DDR por PP4, cobra 
especial importancia el significado biológico del control de la resección del ADN por esta 
fosfatasa y su implicación en la reparación. Realizando ensayos de reparación inter-
cromosomal de DSBs mediante conversión génica hemos comprobado que la ausencia de 
actividad PP4 no influye en la reparación mediante recombinación ectópica. Este resultado 
confirma observaciones previas en las que solo la depleción simultánea de Pph3, Ptc2 y Ptc3 
afecta a la reparación del ADN mediante DSBR, indicando la existencia de una redundancia 
entre PP4 y PP2C en este tipo de reparación [168]. Teniendo en cuenta que se ha demostrado 
que la HR por conversión génica requiere una limitada cantidad de ssADN [41, 42, 133, 191], 
podríamos concluir que el control de la resección por PP4 es crucial para la reparación de 
DSBs solo cuando ésta precisa una resección de largo alcance. En concordancia con esta 
hipótesis, hemos demostrado que la actividad de PP4 es esencial cuando las células disponen 
de SSA como única vía para regenerar un DSB. ¿Qué beneficio puede tener promocionar una 
resección más extensiva? La resección se activa en fase S debido al incremento de actividad 
CDK, dirigiendo así la reparación hacia HR incluso en ausencia de la cromátida hermana. Por 
ello, un DSB que ocurre en fase S antes de la síntesis de esta cromátida replicada puede 
repararse exclusivamente por SSA [192]. Así, en ese contexto particular la reparación por SSA 
es crítica para la viabilidad celular en respuesta a daño en el ADN. 
Por otra parte, la reparación mediante SSA es especialmente importante en eucariotas 
superiores, cuyos genomas contienen una gran cantidad de secuencias repetidas. Se ha 
especulado que una resección ineficiente en ausencia de PP4 podría derivar en una iniciación 
excesiva de rutas de recombinación homóloga que incrementan la acumulación de 
intermediarios de ADN y reordenamientos entre repeticiones, eventos que incrementan la 
heterocigosis [193]. Adicionalmente, se ha demostrado que la reparación mediante SSA 
podría compensar deficiencias genéticas en vías de HR; por ejemplo, la mutación de BRCA2, 
asociada con el cáncer de mama/ovario, conduce a un incremento de SSA y una reducción de 
la conversión génica en la reparación de DSBs [194].  
En cualquier caso, teniendo en cuenta que la resección representa un proceso esencial 
para la reparación por determinadas rutas y que constituye un mecanismo fundamental para 





finamente regulada. Así, es importante promover la degradación de una de las hebras de 
ADN mediante el mantenimiento de unos bajos niveles de fosforilación de Rad53 al comienzo 
del DDR, pero también ha de existir un control que impida un procesamiento demasiado 
extenso. Una resección excesiva es una causa de inestabilidad genómica, puesto que da lugar 
a un cambio de reparación de DSBs de una recombinación homóloga dependiente de Rad51 
a una ruta más mutagénica implicando a Rad52 [195, 196]; además, la presencia de una gran 
cantidad de ssADN podría acabar las reservas de RPA de la célula, ocasionando que queden 
regiones de ADN monocatenario sin proteger frente a la acción de las nucleasas, lo que podría 
provocar la pérdida de información [197, 198]. Por tanto, la procesividad de la molécula de 
ADN debe estar controlada y limitada a una ventana de tiempo durante el DDR, 
probablemente mediante la acción coordinada de diversos factores, entre ellos la fosfatasa 
PP4. Deberán desarrollarse nuevas investigaciones para elucidar qué mecanismos regulan la 
actividad de PP4 en la resección y cómo se inducen eventos dinámicos de desfosforilación en 
respuesta a daño, así como determinar si existen otras fosfatasas implicadas en el control de 
este proceso.  
Conjuntamente, proponemos un modelo en el que la fosforilación de Rad53 está 
rigurosamente regulada por su propia actividad quinasa y por PP4 en respuesta a una lesión 
en el ADN. La fosfatasa contrarresta la autoactivación de Rad53, una función esencial para 
contener la inhibición que Rad9 ejerce sobre la ruta Sgs1/Dna2, desencadenando de este 
modo una resección robusta y eficiente. Este papel es vital para reparar DSBs en el material 
genético mediante mecanismos que dependen de una resección de largo alcance. Esta 
descripción implica que una activación excesiva del checkpoint no es compatible con este tipo 
de reparación, y que quinasas y fosfatasas deben actuar coordinadamente para activar un 
bloqueo eficiente en G2/M que dé tiempo para la regeneración de la molécula de ADN, pero 









































5. CONCLUSIONES  
1. La actividad de la fosfatasa PP4 es esencial para reparar un corte de doble cadena 
mediante SSA/BIR y así mantener la viabilidad celular en respuesta a estrés 
genotóxico en Saccharomyces cerevisiae. 
2. PP4 modula el estado de fosforilación de múltiples factores del DDR durante la 
respuesta a daño en el ADN.  
3. La quinasa Rad53 es una de las dianas de PP4 en respuesta a un DSB. PP4 reduce la 
actividad de Rad53 durante los primeros estadios de la reparación contrarrestando 
su propia autofosforilación. 
4. PP4 estimula la resección a través de la modulación del estado de fosforilación de 
Rad53 durante las primeras etapas de la reparación del ADN.  
5. La función de PP4 en resección no afecta a la reparación por recombinación ectópica 
con secuencias homólogas.  
6. La regulación de la resección por PP4 es esencial para la regeneración de un DSB 
mediante rutas de reparación que precisan reseccionar largas distancias, entre ellas, 
SSA. 
7. PP4 promueve la resección principalmente a través de la regulación de la actividad 
de la ruta Sgs1/Dna2, mientras que el control de Exo1 por la fosfatasa supone un 
mecanismo secundario y menos importante. 
8. En respuesta a un DSB, PP4 contrarresta la fosforilación de Rad9 en una región 
particular de la proteína, comprendida entre el dominio de serinas y el dominio 
TUDOR. Esta regulación se ejerce mediante la capacidad de la fosfatasa para inhibir 
la actividad de Rad53. 
9. La reducción de los niveles de fosforilación de Rad9 promovida por PP4 restringe su 
capacidad de asociación a la cromatina en torno a la lesión, disminuyendo el efecto 






10. Bajo nuestras condiciones experimentales, un mutante carente de actividad 
fosfatasa PP4 activa adecuadamente el checkpoint de daño tras la inducción de un 











































6. MATERIALES Y MÉTODOS 
6.1. Cepas, condiciones de crecimiento y medios 
Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este proyecto se encuentran 
recogidas en la tabla 2. Los marcajes de los genes endógenos con epítopos y las depleciones 
génicas fueron realizados utilizando productos de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
o cassettes. Estos métodos, así como la construcción del resto de cepas, se explican 
detalladamente en los siguientes apartados.  
Tabla 2. Genotipos de las cepas usadas en este estudio y figuras en las que aparecen 
Cepa Genotipo Referencia 
Fondo 
genético 
Figuras en las 
que aparece 
AC218  HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 
ade1 lys5 ura3-52 trp1::hisG 
J. Haber YMV80 9, 11, 12, 13, 
14, 15, 16, 22, 
23, 26, 34, 37, 
47, 55, 56, 57, 
62 
AC224  MATa-inc HOΔ hml::ADE1 
hmr::ADE1 ade1-100 leu2-3,112 
lys5 trp1::hisG ura3-52 
ade3::GAL::HO arg5,6::MATa::HPH 
J. Haber tGI354 28, 29 
AC406  MATa HOΔ ade1-100 leu2,3-112 
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1 
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO  
J. Haber JKM139 18, 19, 45 
AC825 MATa HOΔ ade1-100 leu2,3-112 
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1 
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO 
exo1Δ::TRP1 
L. Aragón JKM139 41, 42, 43 
AC1327 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 




YMV80 9, 11, 12, 13, 
14, 15, 16, 24, 
25, 26, 34, 37, 
47, 53, 54, 55, 
62, 66, 67 
AC1344 MATa-inc HOΔ hml::ADE1 
hmr::ADE1 ade1-100 leu2-3,112 





tGI354 28, 29 




AC1366 MATa HOΔ ade1-100 leu2,3-112 





JKM139 18, 19, 20, 21, 
41, 42, 43, 44, 
45, 46, 51, 52 
AC1420 MATa HOΔ ade1-100 leu2,3-112 





JKM139 41, 42, 43 
AC1468 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 




YMV80 30, 31, 33, 34, 
37, 38, 39, 58, 
59, 62 
AC1471 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 




YMV80 30, 31, 33, 34, 
35, 36, 37, 60, 
61, 62, 63, 64 
 
AC1473 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 




YMV80 22, 23, 26, 37 
AC1476 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 




YMV80 24, 25, 26, 37 
AC1494 MATa HOΔ ade1-100 leu2,3-112 
lys5 ura3-52 trp1::hisG hml::ADE1 
hmr::ADE1 ade3::GAL-HO 
pph3Δ::HPH  rad53K227A::KanMX 
Este 
estudio 
JKM139 20, 21 
AC1496 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 




YMV80 37, 38, 39 
AC1502 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 
ade1 lys5 ura3-52 trp1::hisG 




YMV80 35, 36, 37 




AC1536 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 




YMV80 55, 56, 57, 62 
AC1538 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 




YMV80 53, 54, 55, 62 
AC1541 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 




YMV80 58, 59, 62 
AC1543 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 





YMV80 60, 61, 62, 63, 
64 
AC1546 MATa HOΔ ade1-100 leu2,3-112 





JKM139 51, 52 
 
AC1547 MATa HOΔ ade1-100 leu2,3-112 





JKM139 51, 52 
AC1557 MATa HOΔ ade1-100 leu2,3-112 





JKM139 48, 49, 50 
AC1559 MATa HOΔ ade1-100 leu2,3-112 





JKM139 48, 50 
AC1759 MATa HOΔ ade1-100 leu2,3-112 






JKM139 48, 50 
 




AC1773 MATa HOΔ ade1-100 leu2,3-112 






JKM139 48, 50 
AC1785 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 





AC1787 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 





AC1792 MATa HOΔ ade1-100 leu2,3-112 





JKM139 44, 45, 46 
AC1794 MATa HOΔ ade1-100 leu2,3-112 





JKM139 44, 45, 46 
 
AC1883 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 





YMV80 66, 67, 68 
AC2044 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 






AC2050 HOΔ hml::ADE1 mata::hisG 
hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- to 
Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO 













6.1.1. Marcaje y depleción de genes endógenos de S. cerevisiae 
Los marcajes de los genes endógenos con epítopos y las depleciones génicas fueron 
realizados utilizando productos de reacción en cadena de la polimerasa, como se describe 
en [199]. Para las depleciones génicas se amplificaron mediante PCR genes de resistencia 
a higromicina B (HPH), nourseotricina sulfato (cloNAT) o geneticina (G418) utilizando 
plásmidos pAG (Euroscarf) [200]. Así mismo, también se utilizaron los genes URA3, TRP1 
y LEU2 como marcadores auxotróficos para la depleción de genes en cepas ura3-52 [201], 
leu2,3-112 [202] o trp1::hisG, respectivamente. Los productos de PCR amplificados 
contenían secuencias homólogas a las zonas inmediatamente anterior y posterior a la 
región codificante del gen correspondiente en cada caso, permitiendo de este modo la 
recombinación y sustitución del gen endógeno por el marcador de resistencia/auxotrófico 
(Fig. 60A). Para los marcajes con epítopos, se amplificaron mediante PCR los cassetes 6HA 
cloNAT o 3HA TRP1 (Fig. 60B) utilizando la serie de plásmidos pYMs (Euroscarf) [199]. En 
este caso, las secuencias de recombinación utilizadas para integrar las construcciones 





Figura 70. Representación esquemática de los procesos de construcción de cepas basados en 
recombinación homóloga. A) Los genes de resistencia o auxotrofía fueron amplificados con 
oligonucleótidos que contenían secuencias homólogas a las regiones inmediatamente anterior y 
posterior a la ORF del gen que se pretendía eliminar. B) El etiquetado de genes se realizó 
utilizando oligonucleótidos que presentaban secuencias homólogas al final de la región de 
lectura del gen en el que se pretendía incorporar un epítopo. Los productos de PCR se integraron 
en el genoma de la levadura mediante transformación.  
 




La amplificación de los cassettes para depleción y marcaje de los genes de interés se 
llevó a cabo mediante PCR, utilizando el sistema denominado Expand Long Template 
(Roche), los plásmidos mencionados previamente y los oligonucleótidos especificados en 
la tabla 3. La mezcla de reacción se preparó siguiendo las recomendaciones del fabricante, 
en un volumen final de 50 µl. El protocolo de PCR incluyó dos rondas de amplificación: 
una fase inicial compuesta por 10 ciclos (94ºC 20 s, 58ºC 30 s, 68ºC 2,5 min) y una segunda 
fase compuesta por 25 ciclos (94ºC 25 s, 58ºC 30 s, 68ºC 2,5 min incrementando 
sucesivamente 20 s en cada ciclo). 
Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para la construcción de las cepas 
Nombre Secuencia (5’→3’) Descripción 





















































Los productos de PCR se integraron en el genoma de la levadura mediante 
transformación (protocolo indicado más adelante). La integración de los cassettes de 
marcaje y de depleción se confirmó posteriormente mediante PCR de colonias (ver 
sección dedicada a la reacción en cadena de la polimerasa) utilizando los oligonucleótidos 
que se recogen en la tabla 4. Dichos oligonucleótidos hibridan en una región situada fuera 
de las secuencias de recombinación utilizadas previamente para dirigir la integración del 
cassette. 
Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados para la verificación de la integración de los cassettes 
en las cepas 
Nombre Secuencia (5’→3’) Descripción 
Pph3 -264 5’ KO CCGGCGGGAAGAAAAAAAATC Comprobación de la 
depleción de PPH3 
Pph3 +234 3’ Rev AACACGTGAAGAACTTAGGGG Comprobación de la 
depleción de PPH3 
Rad51 -280 5’ KO Fwd CATTCCAACCGGTTGTATCAG Comprobación de la 
depleción de RAD51 
Rad51 +252 3’ KO Rev GAAGTAGTCATCGGGAAGAAG Comprobación de la 
depleción de RAD51 
Rad9 -62 GCAACGATGAGCAATGTGAAG Comprobación de la 
depleción de RAD9 
Rad9 +78 GTGTGGGAGGATGTTCTTAGA Comprobación de la 
depleción de RAD9 
Exo1 -113 GTCCTTGCTCCTTCAGGTATA Comprobación de la 
depleción de EXO1 
Exo1 +109 CTGTCCTACTTTACTGGGCAT Comprobación de la 
depleción de EXO1 
Sgs1 -154 CTGGGTGATCATTGGTGATAC Comprobación de la 
depleción de SGS1 
Sgs1 +177 TGCACACCACAATATGTCGTG Comprobación de la 
depleción de SGS1 
Rad9 -69 GAGGACACTGGTTTTCACGAT Comprobación del marcaje 
de RAD9 
KanB CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT Comprobación de la 
integración de los 
cassettes 




Hta1 -186 Fwd GCTAGGGATAACAAGAAGACC Comprobación de la 
mutación hta1-S129*::hisG 
Hta1 +534 Rev GGTGACTTTACCAGAGAAACG Comprobación de la 
mutación hta1-S129*::hisG 
Hta2 -202 Fwd ATTGGCTGGTAATGCTGCTAG Comprobación de la 
mutación hta2-S129*::hisG 
Hta2 +399 Rev ACGCTCCACAAATTTCTGCTG Comprobación de la 
mutación hta2-S129*::hisG 
 
6.1.2. Construcción de las cepas mutantes de H2A  
La mutación de la histona H2A se obtuvo mediante la introducción de un codón de 
parada en la serina 129 de los genes codificantes de la proteína, HTA1 y HTA2 [38]. Para 
ello, las cepas de S. cerevisiae fueron transformadas con los plásmidos pAC97 y pAC98, 
previamente digeridos con SalI y SphI. Las células fueron sembradas en placas de medio 
mínimo sin uracilo para seleccionar la integración del cassette, y posteriormente se 
crecieron en presencia de ácido 5-fluoro-orótico monohidratado (5-FOA, Formedium). Las 
cepas hta1-S129* y hta2-S129* fueron confirmadas mediante PCR y secuenciación, con 
los oligonucleótidos recogidos en la tabla 4. 
6.1.3. Construcción de las cepas mutantes rad53K227A 
La introducción del alelo rad53K227A en la levadura se llevó a cabo mediante la 
transformación con el plásmido pAC89, previamente linealizado con EcoRI [177]. Las 
células se seleccionaron en placas con el antibiótico G418 y se confirmaron por 
sensibilidad a hidroxiurea 5 mM.  
6.1.4. Preparación de medios de cultivo y condiciones de crecimiento 
La selección de clones positivos en las transformaciones se llevó a cabo en medio 
rico YEP (1% extracto de levadura y 2% peptona) con un 2% de glucosa como fuente de 
carbono, suplementado con el correspondiente antibiótico en cada caso: HPH (300 
µg/ml), G418 (200 µg/ml) o cloNAT (100 µg/ml). En los casos en los que la selección se 
realizó en base a auxotrofías, se utilizó medio SD, compuesto por base nitrogenada para 
levadura (YNB) sin aminoácidos junto a un suplemento completo (CSM) drop-out (-ADE, -
HIS, -LEU, -TRP, -URA). Al medio SD se le añadieron los aminoácidos necesarios en cada 




caso según la auxotrofía requerida, consiguiendo de este modo el medio mínimo 
suplementado (SMM). La concentración final de todos los aminoácidos fue de 20 mg/L. 
Los medios SD y SMM se prepararon como se describe en [203]. 
La selección de las cepas ura- para la construcción de los mutantes hta1-S129* y 
hta2-S129* se consiguió utilizando medio SMM suplementado con 5-FOA (Formedium) y 
un 2% de glucosa como fuente de carbono, obteniendo de este modo placas con un 0,1% 
de 5-FOA.  
Todos estos medios fueron preparados utilizando agua desionizada purificada con 
el sistema Millipore (Mili-Rho) y esterilizados mediante tratamiento en autoclave de 
121ºC a 1,1 atm de presión durante 20 min. En los cultivos sólidos se añadió agar en una 
concentración final del 2%. Una vez confirmadas las cepas, su mantenimiento a largo 
plazo se consiguió disolviendo las células en glicerol al 16% y colocando el conjunto 
obtenido a -80ºC.  
La inducción de la endonucleasa HO fue realizada a partir de cultivos celulares en 
YEP suplementado con un 2% de rafinosa como fuente de carbono para no afectar a la 
expresión del promotor inducible GAL1. Para ello, los cultivos se crecieron durante la 
noche a 28ºC y en agitación a 220 rpm. El crecimiento celular se midió mediante 
turbidimetría detectando la densidad óptica a 600 nm en un espectrofotómetro Genesys 
30 (Thermo Scientific). La concentración de células se determinó utilizando la fórmula: 
DO600 1,0 = 2x107 células/ml. Todos los cultivos fueron diluidos a densidad óptica de 0,4 
antes de proceder a la inducción de la endonucleasa.  
La expresión del gen HO se llevó a cabo mediante la adición de galactosa en una 
concentración final del 2%. Se tomaron muestras para FACS, ADN y proteína antes de la 
adición de galactosa y a diferentes tiempos tras la inducción (después de la generación 
del daño en el material genético). En determinados casos se procedió a la sincronización 
del cultivo en G1 mediante la incubación del mismo con la feromona factor α (Insight 
Biotechnologies) a una concentración de 5 µg/ml durante 3 h; transcurrido ese tiempo, 
las células fueron liberadas del bloqueo mediante lavados con medio fresco. Por otra 
parte, en ocasiones también se procedió al bloqueo de las células en G2/M una vez 
inducida la lesión, mediante la adición de nocodazol (Cayman Chemical Company) en una 
concentración de 15 µg/ml. 




La cepa de Escherichia coli utilizada en este trabajo para la amplificación de 
plásmidos fue la DH5α. Los cultivos bacterianos se crecieron a 37ºC en medio Luria 
Bertani (LB) (0,5% extracto de levadura, 1% triptona y 1% NaCl). La selección de los 
transformantes de E. coli se consiguió suplementando el medio LB con 100 µg/ml de 
ampicilina (Sigma). El mantenimiento a largo plazo de las cepas de E. coli transformadas 
con los plásmidos se consiguió disolviendo las células en glicerol al 50% y colocándolas a 
-80ºC. 
  




6.2. Métodos genéticos 
6.2.1. Transformación de Saccharomyces cerevisiae 
La transformación de la levadura se consiguió siguiendo el protocolo del acetato de 
litio y utilizando ácidos nucleicos de una sola hebra [204]. Las células se crecieron durante 
la noche en medio rico (YPD), obteniéndose un cultivo que fue diluido a DO600 = 0,4. Este 
cultivo se incubó a 28ºC durante 2 h, alcanzándose de este modo el crecimiento en fase 
logarítmica (DO600 = 1, equivalente a 2x107 células/ml). Transcurrido ese tiempo, las 
células se recolectaron mediante centrifugación a 6.000 rpm durante 1 min y se lavaron 
con agua estéril. El pellet celular se resuspendió en 360 µl de SORB (100 mM LiOAc, 10 
mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA y 1 M Sorbitol) y esperma de salmón (Roche) 
desnaturalizado y a una concentración final de 1 mg/ml. Las células competentes 
obtenidas se mantuvieron en hielo en todo momento. Para su transformación, se 
incubaron 20 µl de estas células competentes con 0,1-10 µg del plásmido o cassette y con 
6 volúmenes de PEG (40% PEG3350, 100 mM LiOAc, 10 mM Tris-HCl pH 8,0 y 1 mM EDTA). 
Esta mezcla se incubó 30 min a temperatura ambiente (en adelante RT, room 
temperature), tras lo cual las muestras fueron sometidas a un choque térmico a 42ºC 
durante 15 min. A continuación, las células se recogieron mediante centrifugación a 6.000 
rpm durante 1 min y se crecieron a 28ºC en medio mínimo o YPD suplementado con los 
antibióticos adecuados. 
6.2.2.  Transformación de Escherichia coli  
La amplificación de plásmidos fue realizada mediante su transformación en la cepa 
de E. coli DH5α. Para ello, la mezcla de células competentes y el plásmido se sometió a un 
choque térmico a 42ºC durante 1 min. Posteriormente, se permitió la recuperación de las 
células en LB a 37ºC durante 1 h, y se procedió a su siembra en placas de LB 
suplementadas con ampicilina para conseguir la selección de las colonias portadoras del 
plásmido en cuestión.  
  




6.3. Manipulación de ácidos nucleicos  
6.3.1.  Cuantificación de ADN 
La concentración de ADN se determinó midiendo su absorbancia a 260 nm en un 
espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). La pureza del ADN medido se 
evaluó a partir del ratio de absorbancia 260/280, considerando un valor de 1,8-2 como 
adecuado. Así mismo, el ADN fue visualizado en geles de agarosa con bromuro de etidio 
(Sigma) en una concentración de 0,5 mg/ml, mediante exposición a luz ultravioleta.  
6.3.2.  Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador C1000 Touch (Bio Rad), 
utilizando diferentes ADN polimerasas y distintas condiciones. Las amplificaciones 
convencionales se llevaron a cabo utilizando la Taq polimerasa (Go Taq® G2 Flexi DNA 
polymerase, Promega), mientras que para la amplificación de fragmentos grandes de ADN 
se usó el sistema Expand Long Template de Roche. En aquellos casos en los que se 
requería una alta fidelidad de copia se utilizó la polimerasa KAPA HiFi (KAPA Biosystems). 
En todo momento se siguieron las recomendaciones del fabricante para la preparación y 
desarrollo de las reacciones. 
6.3.3.  Análisis de colonias de levadura mediante PCR 
Como se mencionó previamente, la levadura fue transformada utilizando productos 
obtenidos mediante PCR. Las colonias obtenidas en cada transformación fueron 
analizadas mediante PCR para confirmar la integración correcta de cada cassete utilizado. 
Para ello, se resuspendieron células de cada colonia individual en 10 µl de agua estéril y 
se hirvieron a 95ºC durante 10 min para lograr su rotura. A continuación, se añadió la 
mezcla de reacción en un volumen final de 25 µl, aplicando un protocolo de amplificación 
de 40 ciclos (94ºC 30 s, 55ºC 30 s, 72ºC 2 min cada ciclo). Las muestras se cargaron en 
geles de agarosa para visualizar los productos de PCR obtenidos y confirmar la validez de 
las cepas generadas.   




6.3.4. Extracción de ADN y Southern blot 
A lo largo de cada experimento se tomaron muestras a diferentes tiempos, 
recogiendo en cada uno de ellos 10 ml de cultivo a una densidad óptica de DO600 = 0,4 
para la extracción de ADN genómico. Las células fueron recolectadas mediante 
centrifugación a 6.000 rpm durante 1 min, lavadas con PBS 1X y almacenadas a -80ºC 
hasta su procesamiento. Los pellets celulares cogidos en los distintos puntos fueron 
tratados inicialmente con 40 unidades de liticasa (Alfa Aesar) para lograr la lisis celular, 
RNasa (2 µl/muestra) (Qiagen) y β-mercaptoetanol (4 µl/muestra) (Sigma) en una solución 
de preparación de ADN (1% SDS, 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA) durante 
10 min a 37ºC. La extracción del ADN se consiguió mediante la incubación de las muestras 
con fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1) durante 10 min en tubos MaXtractTM High 
Density 1,5 ml. Después de centrifugar, se recogió la fracción acuosa y el ADN fue 
precipitado con dos volúmenes de etanol 100% y lavado con etanol 70%. Posteriormente, 
el ADN purificado se resuspendió en tampón TE (Tris 10 mM y EDTA 1 mM) y se digirió 
con la enzima de restricción apropiada en cada caso.  
La detección de los fragmentos de interés mediante su hibridación con sondas de 
ADN se desarrolló siguiendo el protocolo descrito por Southern [205]. Los productos de 
digestión obtenidos fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa a una 
concentración de 0,7-1%. Tras la separación, el gel se lavó con solución depurinizante 
(0,125 M HCl) durante 10 min, solución desnaturalizante (1 M NaCl, 0,4 M NaOH) durante 
30 min, y solución neutralizante (0,5 M Tris-HCl, 1,5 M NaCl) durante 30 min. A 
continuación, el ADN se transfirió a una membrana de nylon Amersham HybondTM-N+ (GE 
Healthcare) durante 12 h en presencia de SSC 20X (3 M NaCl, 0,3 M citrato de sodio). La 
membrana fue irradiada con luz UV (120 mJ/cm2) en un equipo UV Stratalinker 2400 para 
conseguir la unión covalente del ADN a la misma. Después de un lavado en SSC 5X durante 
5 h, la membrana se incubó a 65ºC durante 2 h con una solución de SSC 5X, 0,1% SDS y 
5,5 mg/ml dextran sulfato, suplementada con PerfectHybTM Plus (Sigma) al 10% v/v. Más 
tarde, se procedió a la hibridación con sondas marcadas con fluoresceína, previamente 
desnaturalizadas (30 min a 95ºC, 30 min en hielo). Estas sondas se obtuvieron mediante 
incubación de fragmentos de ADN amplificados por PCR con una mezcla de nucleótidos 
que contenía Fluorescein-12-dUTP (Fluorescein-High Prime, Roche). Las sondas se 
purificaron mediante centrifugación utilizando columnas illustraTM MicroSpinTM G-50 (Ge 




Healthcare). Los oligonucleótidos utilizados para la amplificación de las sondas se 
encuentran recopilados en la tabla 5. 
Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados para la síntesis de las sondas 
Nombre Secuencia (5’→3’) Sonda obtenida 
Fondo 
genético 
Act1 probe 1 CGAACAAGAAATGCAAACCGC Actina JKM139 
Act1 probe 2 CTTGTGGTGAACGATAGATGG Actina JKM139 
Mata Distal 1 CATGCGGTTCACATGACTTTTGAC MATa-distal JKM139 
Mata Distal 2 AGGATGCCCTTGTTTTGTTTACTG MATa-distal JKM139 
5 kb HO Fwd ACACCCAACAAAACACCTGTG Resección 3 kb JKM139 
3.5 kb HO Rev CCTTTTGCTTCTTGTACGCTC Resección 3 kb JKM139 
7.5 kb HO Fwd TGGCCAGAACAATCATGAAGC Resección 6 kb JKM139 
6.25 kb HO Rev TCTTGCTATGGGTGGTATAGC Resección 6 kb JKM139 
14 kb HO Fwd TTATGTTGCCAACGGGAGTTC Resección 10 kb JKM139 
12.5 kb HO Rev TCTTCAGGACTTCTTAAGCCG Resección 10 kb JKM139 
21 kb HO Fwd TATCTGGGTATATTACCCGGC Resección 21 kb JKM139 
21 kb HO Rev TTGTATCCATCGTTTCGGCTG Resección 21 kb JKM139 
Mata Only 1 TTTGTTCTTTCGGGGAAACTG MATa tGI354 
Mata Only 2 GTACAAACACATCTTCCCAATA MATa tGI354 
U2-1 probe CCGGTAGTGTTAGACCTGAACAAG U2 YMV80 
U2-2 probe TACGTCGTTAAGGCCGTTTCTGAC U2 YMV80 
Act1 for KpnI cut 
Fwd 
CAGGTATTGCCGAAAGAATGC Actina YMV80 
Act1 for KpnI cut 
Rev 
GTCCCTGAGATGAGTAAGATC Actina YMV80 
10 kb LEU2 Fwd GGGGATCGAATAAGAAGAACC Resección 10 kb YMV80 
10 kb LEU2 Rev CGCTCCTACTTTCGTTATCAG Resección 10 kb YMV80 
17 kb LEU2 Fwd CAGGGCTTTCTATAGCCTTAG Resección 17 kb YMV80 
17 kb LEU2 Rev GCAAATTCAGTCTTGGACTGC Resección 17 kb YMV80 
Act1 for StyI cut 
Fwd 
CTGGGGAAACAGGTAGAATAC Actina YMV80 
Act1 for StyI cut 
Rev 
GCACCAATTGGTAGAACACTC Actina YMV80 
 




La hibridación se mantuvo a 65ºC durante toda la noche y el exceso de sonda se 
retiró mediante dos lavados de 15 min en SSC 1X, 0,1% SDS a 65ºC, seguidos de otros dos 
lavados de 15 min en SSC 0,5X, 0,1% SDS a 65ºC. La membrana fue incubada con una 
solución de bloqueo (100 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% leche) durante 1 h a RT, y 
posteriormente se procedió a la adición de un anticuerpo anti-fluoresceína conjugado con 
fosfatasa alcalina (Anti-Fluorescein-AP Fab fragments, Roche) a concentración 1:125.000 
en 0,5% leche. La incubación con el anticuerpo se mantuvo durante 1 h y, después de tres 
lavados con 100 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,2% Tween®20 (Sigma), la membrana fue 
incubada con el sustrato de la fosfatasa alcalina (CDP Star, GE Healthcare) durante 15 min 
a RT. La detección de los fragmentos de interés se consiguió mediante exposición de la 
membrana a películas fotográficas (Agfa) y las imágenes fueron procesadas, analizadas y 
cuantificadas utilizando el software FIJI.  
6.3.5.  Inmunoprecipitación de cromatina 
Los análisis de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) se realizaron a partir de 
muestras de 50 ml de cultivo a DO600 = 0,5 fijadas con formaldehído en una concentración 
final de 1,42% durante 15 min a RT. La fijación fue desactivada mediante la adición e 
incubación de 125 mM de glicina durante 5 min a RT. Posteriormente, se recuperaron las 
células mediante centrifugación a 4.000 rpm durante 2 min. Los pellets se lavaron con 
PBS, se congelaron en nitrógeno líquido y se conservaron a -80ºC hasta su procesamiento. 
Para su análisis, las células fueron resuspendidas en 100 µl de tampón IP (150 mM NaCl, 
50 mM Tris-HCl pH 7,5, 5mM EDTA, NP-40 0,5% v/v, Triton X-100 1% v/v) suplementado 
con 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), inhibidores de proteasas (cOmplete 
Lysis-M EDTA free, Roche) y 500 µl de bolas de vidrio. A continuación, se llevó a cabo la 
rotura celular mediante agitación en una FastPrep (MPBio), aplicando 6 ciclos de 20 s a 
velocidad de 5,5. Tras cada ciclo, la mezcla fue incubada durante 5 min en hielo para evitar 
su calentamiento. A continuación, se añadieron 300 µl de tampón IP junto a PMSF e 
inhibidores de proteasas, se perforaron los tubos por la parte inferior y se colocaron sobre 
tubos limpios para centrifugar a 1.000 rpm durante 2 min. El extracto recolectado fue 
sometido a una segunda centrifugación a 13.000 rpm durante 10 min y el pellet 
(cromatina) se resuspendió vigorosamente en la solución anterior (IP, PMSF e inhibidores 
de proteasas). Las muestras con cromatina fueron sonicadas durante 1 h en un equipo 
Bioruptor®Plus (Diagenode), aplicando ciclos de 30 s de sonicación y 30 s de reposo, a 




máxima potencia y a 4ºC. Tras la clarificación por centrifugación a 13.000 rpm durante 10 
min, se recuperó el sobrenadante, del que se tomaron 100 µl que se procesaron como 
control de carga (inputs) y 300 µl para la realización de las inmunoprecipitaciones (IPs). 
Los inputs fueron precipitados añadiendo 0,3 M de acetato de potasio y 2,5 volúmenes 
de etanol 100% frío. Esta mezcla se incubó durante 2 h a -20ºC, tras lo cual fue 
centrifugada a 13.000 rpm durante 5 min. Una vez secados los pellets, se resuspendieron 
en 100 µl de agua ultrapura, se añadieron 250 µl de Chelex®100 (Bio Rad) 10% m/v y se 
hirvieron a 95ºC durante 20 min. El sobrenadante se clarificó con un kit de purificación de 
PCR (GE Healthcare) siguiendo las indicaciones del fabricante, y el ADN se eluyó en 250 µl 
de agua, siendo almacenado a -20ºC. En el caso de las IPs, se añadieron 2 µg de anticuerpo 
Anti-HA (12CA5, Roche) a los 300 µl de cromatina y las muestras fueron sometidas a una 
sonicación suave durante 30 min en un equipo Bioruptor®Plus (Diagenode), aplicando 
ciclos de 30 s de sonicación y 30 s de reposo, a mínima potencia y a 4ºC. Se procedió a la 
clarificación mediante centrifugación a 13.000 rpm durante 2 min, y al sobrenadante se 
le añadieron 25 µl de bolas recubiertas con Protein A Sepharose (GE Healthcare), 
previamente equilibradas en tampón IP. Bajo estas condiciones, las muestras fueron 
incubadas durante 2 h en agitación a 4ºC y, a continuación, las bolas fueron lavadas seis 
veces con tampón IP. Tras retirar completamente la solución de lavado, se añadieron 250 
µl de Chelex®100 (Bio Rad) 10% m/v y se hirvieron los tubos a 95ºC durante 20 min. Se 
centrifugó a 13.000 rpm durante 1 min y el sobrenadante se transfirió a tubos limpios que 
se almacenaron a -20ºC. 
6.3.6.  PCR a tiempo real 
Las reacciones de PCR a partir de los inputs y las IPs elaboradas mediante ChIP se 
prepararon utilizando el kit SYBR® Premix Ex TaqTM (Tli RNaseH Plus, Takara). Las mezclas 
de reacción se elaboraron siguiendo las indicaciones del fabricante en un volumen final 
de 12 µl, incluyendo 3 µl de ADN (del input o del IP en cada caso) y los correspondientes 
pares de oligonucleótidos en una concentración final del 1,5 µM. La reacción de 
amplificación se desarrolló en un termociclador Bio Rad C1000 en conjunto con el sistema 
a tiempo real Bio Rad CFX96, con las siguientes condiciones: una fase inicial de 95ºC 30 s 
y 42 ciclos de 95ºC 5s, 60ºC 30 s. Para descartar la presencia de productos inespecíficos 
en la reacción, se realizó un análisis de curvas de disociación para cada una de las parejas 
de oligonucleótidos utilizadas. Los datos se analizaron utilizando el software CFX (Bio 




Rad), normalizando los valores con respecto al gen control ACT1. Los oligonucleótidos 
utilizados para determinar la unión de proteínas en torno al sitio HO se encuentran 
recogidos en la tabla 6. 
Tabla 6. Oligonucleótidos utilizados en los ensayos de ChIP 
Nombre Secuencia (5’→3’) Fondo genético 
+0,2 kb HO Fwd GCGGAGGTTGTTTATCTTTCG JKM139 
+0,2 kb HO Rev TCCCGTATAGCCAATTCGTTC JKM139 
+0,5 kb HO Fwd TGAACGAATTGGCTATACGGG JKM139 
+0,5 kb HO Rev AAGTAACCTCTACTGTGGAGG JKM139 
+1,5 kb HO Fwd CTTTCCCTGGAAATATCTCCG JKM139 
+1,5 kb HO Rev TACAGTGATGATGCGTACGTC JKM139 
Act1 for KpnI cut Fwd CAGGTATTGCCGAAAGAATGC JKM139/YMV80 
Act1 Probe 2 CTTGTGGTGAACGATAGATGG JKM139/YMV80 
-0,2 kb HO Fwd AGAAGATCGTCGTTTTGCCAG YMV80 
-0,2 kb HO Rev TGTTCAGGTCTAACACTACCG YMV80 
-0,5 kb HO Fwd GAAAAAGGAAAGGTGAGAGCG YMV80 
-0,5 kb HO Rev AAACGACGATCTTCTTAGGGG YMV80 
-0,8 kb HO Fwd GTAATTGGTTGTTTGGCCGAG YMV80 
-0,8 kb HO Rev AAAAGGTATATGCGTCAGGCG YMV80 
 
  




6.4. Manipulación de proteínas 
6.4.1. Western blot 
Para la extracción de proteínas, las muestras fueron procesadas utilizando ácido 
tricloroacético (TCA). Las células se recogieron mediante centrifugación a 6.000 rpm 
durante 1 min en diferentes tiempos a lo largo del experimento, tomando 5 ml de cultivo 
a densidad óptica DO600 = 0,5. Se procedió a lavar con 1 ml TCA 20% (Sigma), y tras 
centrifugar las células, estas fueron resuspendidas en 100 µl de TCA 20% y se conservaron 
así a -80ºC hasta su procesamiento. La rotura celular se consiguió mediante agitación 
junto a bolas de vidrio en una FastPrep (MPBio), aplicando 3 ciclos de 20 s a velocidad de 
5,5. A continuación se precipitaron las proteínas mediante centrifugación a 5.000 rpm 
durante 5 min a 4ºC. Tras retirar completamente el sobrenadante de TCA, el pellet se 
resuspendió en 70 µl de Tris-HCl pH 8 1M y 70 µl de tampón de carga 2X para SDS-PAGE 
(60 mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol, 100 mM DTT, 0,2% azul de bromofenol), y el 
conjunto se hirvió durante 10 min a 95ºC. El material insoluble se separó mediante 
centrifugación, y se cargaron 10 µl de sobrenadante (extracto proteico) en geles de 
poliacrilamida a una concentración del 6%. Los análisis de fosforilación de Rad9 se 
realizaron cargando 5 µl del extracto en geles de acrilamida que contenían Phos-TagTM 
Acrylamide AAL-107 (NARD Institute) a una concentración final de 5 µM y 10 µM de 
MnCl2. El sistema de electroforesis utilizado fue el mini-PROTEAN® Tetra (Bio Rad), 
siguiendo las indicaciones del fabricante y utilizando para la carrera un tampón 25 mM 
Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS.  
Después de la separación, las proteínas se transfirieron a membranas de PVDF 
(Hybond-P, GE Healthcare) con el sistema mini-Trans-Blot® (Bio Rad), aplicando 280 mA 
durante 75 min en solución de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina). Cuando los 
geles contenían Phos-Tag, éstos fueron lavados con solución de transferencia con 20% 
metanol (Fisher Scientific) suplementado con 1 mM EDTA durante 10 min. Tras lavar el 
gel con nuevo tampón de transferencia con 20% metanol durante otros 10 min, se 
procedió a la transferencia a membranas de PVDF, aplicando en este caso 400 mA durante 
75 min en el mismo tampón de transferencia utilizado previamente.  
Las membranas se bloquearon con leche al 5% en PBS Tween®20 0,1% y 
posteriormente se incubaron con Anti-Rad53 (Abcam) a una dilución 1:2.000 y anticuerpo 




secundario anti-conejo (GE Healthcare) a una dilución de 1:25.000. La detección de Rad9 
se consiguió mediante el uso de anticuerpo primario Anti-HA (12CA5, Roche) a una 
dilución 1:2.500 y anticuerpo secundario anti-ratón (GE Healthcare) a concentración 
1:25.000. Después de la incubación durante la noche a 4ºC con el anticuerpo primario, las 
membranas se lavaron 15 min y 2x5 min con PBS Tween®20 0,1% a RT, y se procedió a la 
incubación con el anticuerpo secundario durante 2 h a RT. Pasado ese tiempo, las 
membranas se lavaron 15 min y 2x5 min con PBS Tween®20 0,1%, y 2x10 min con PBS a 
RT. La detección de los complejos antígeno-anticuerpo se consiguió mediante la 
incubación de las membranas con el sustrato PierceTM ECL Plus Western Blotting (Thermo 
Scientific) o el SuperSignal® West Femto (Thermo Scientific) durante 5 min y la 
subsiguiente exposición a películas fotográficas (Agfa). 
  




6.5. Citometría de flujo 
La determinación de la fase del ciclo celular de cada muestra recogida se realizó 
mediante análisis de FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting). Las células fueron fijadas en 
etanol 70% en cada tiempo y almacenadas a 4ºC. Las células fijadas se recolectaron mediante 
centrifugación a 6.000 rpm durante 1 min y se incubaron con 0,3 mg/ml RNasa A (Sigma) en 
SSC 1X durante la noche a RT. Tras un tratamiento con 0,05 mg/ml proteinasa K (Sigma) 
durante 1 h a 50ºC, las muestras fueron sonicadas en un equipo Bioruptor®Plus (Diagenode), 
aplicando dos ciclos de 30 s a mínima potencia con una fase de reposo de 30 s entre ellos. El 
ADN se marcó con 2 µg/ml de yoduro de propidio durante 1 h a RT y las muestras se 
procesaron en un citómetro de flujo FACs CaliburTM (BD Biosciences). El análisis fue realizado 
utilizando el software CellQuest Pro. Para cada histograma se utilizaron 10.000 
eventos/células. 
  




6.6. Análisis de cromatografía líquida – espectrometría de masas (LC-
MS/MS) 
Para la espectrometría de masas (MS, del inglés Mass Spectrometry), se tomaron 
muestras a 4ºC de 150 ml de células a DO600 = 1, que fueron lavadas con agua fría y 
almacenadas a -80ºC hasta su procesamiento. Los pellets celulares fueron resuspendidos en 
150 µl de un tampón 8 M urea, 20 mM HEPES pH 8 suplementado con inhibidores de 
fosfatasas PhosSTOP (Roche). La lisis celular se realizó mediante agitación junto a bolas de 
vidrio en una FastPrep (MPBio), aplicando 3 ciclos de 30 s a velocidad de 5,5. Los lisados se 
resuspendieron en 300 µl de la solución preparada anteriormente y se recuperó la fracción 
soluble mediante centrifugación a 15.000 rpm a 4ºC durante 15 min. 
Se procesaron 550 µg de proteína añadiendo secuencialmente 10 mM de ditiotreitol y 
50 mM de 2-cloroacetamida, provocando su reducción y alquilación, respectivamente. A 
continuación, las muestras se diluyeron con 20 mM de HEPES pH 8 hasta 4 M urea, y se añadió 
proteasa LysC (Wako) alcanzando un ratio de proteína 1:250. La mezcla se incubó a 37ºC 
durante 5 h. Más tarde, las muestras se diluyeron hasta 1 M de urea, y se les añadió tripsina 
(Promega) en un ratio de 1:50, procediendo a una incubación durante la noche a 37ºC. 
Pasado este tiempo, se procedió a la adición de ácido trifluoroacético (TFA) en una 
concentración final de 0,5% antes de la extracción en fase sólida. Para el análisis de proteína 
total, se purificaron 50 µg de proteína en columnas C18 (Glygen Corp), eluyendo los péptidos 
con acetonitrilo 60% y ácido fórmico 0,1% y procediendo a su secado con vacío. Los 
volúmenes remanentes de muestras fueron procesados mediante extracción en fase sólida 
con cartuchos OASIS HLB (Waters) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los péptidos 
fueron eluídos con ácido glicólico 1 M en 80% acetonitrilo, 5% TFA, y enriquecidos en formas 
fosforiladas utilizando el método basado en TiO2 [206]. Para ello, los eluyentes se llevaron a 
1 ml con ácido glicólico 1 M y se incubaron con 25 mg de TiO2 durante 5 min a RT. La mezcla 
formada por los péptidos y el TiO2 se cargó en columnas de filtración, y el TiO2 fue lavado 
secuencialmente mediante centrifugación con 1 M ácido glicólico, 100 mM acetato de 
amonio en 25% acetonitrilo y 10% ácido fórmico. Los fosfo-péptidos se eluyeron con cuatro 
pasos secuenciales de 5% NH4OH, los eluyentes se clarificaron mediante centrifugación a 
13.000 rpm durante 2 min y el sobrenadante fue traspasado a tubos nuevos. Las muestras se 
congelaron en hielo seco y se secaron con centrifugación en vacío.  




Las muestras fosfo-enriquecidas y las digestiones de proteína total se redisolvieron en 
0,1% TFA mediante agitación a 1.200 rpm durante 30 min, así como sonicación durante 10 
min, seguido de centrifugación a 14.000 rpm y 5ºC durante 10 min. Los análisis LC-MS/MS se 
realizaron por duplicado, realizando las separaciones en un sistema de cromatografía líquida 
Ultimate 3000 RSLC (Thermo Scientific) acoplado a un espectrómetro de masas Orbitrap 
Velos (Thermo Scientific) mediante nano-electrospray Dionex. Las soluciones de fosfo-
péptidos se cargaron en columnas Acclaim PepMap 100 C18 (100 µm x 2 cm) a una 
concentración de 8µl/min en 2% acetonitrilo, 0,1% TFA. A continuación, los péptidos fueron 
eluídos en una columna analítica Acclaim PepMap 100 C18 (75 µm x 50 cm) en un flujo de 
250 nl/min, y se separaron gracias a un gradiente 4-25% de tampón A (5% DMSO, 0,1% ácido 
fórmico) durante 90 min seguido de 25-45% de tampón B (75% acetonitrilo, 5% DMSO, 0,1% 
ácido fórmico) durante 30 min. Los péptidos fueron analizados en el espectrómetro de masas 
en polaridad positiva usando el modo de adquisición dependiente de datos. Los iones para la 
fragmentación se determinaron a partir de un escrutinio inicial MS1 a una resolución de 
30.000, seguido de CID (Collision-Induced Dissociation) de los 10 iones más abundantes. Los 
sustratos AGC de los escrutinios MS1 y MS2 fueron asignados a 16 y 34 para los tiempos 
máximos de inyección de 500 ms y 100 ms respectivamente. Se utilizó un rango m/z de 
escaneo de 350-1500, con activación MSA habilitada (multistage activation), energía de 
colisión normalizada en 35%, escrutinio de cargas activado con rechazo de cargas +1 y un 
umbral de fragmentación mínima de 500. 
Los datos fueron procesados en el programa informático MaxQuant, con búsquedas 
frente a la base de datos Uniprot de S. cerevisiae (versión 20180305, 6.729 entradas). Se usó 
una aproximación reversa con una tasa FDR (False Discovery Rate) del 1% para las 
coincidencias del espectro de péptidos. Parámetros de búsqueda incluidos: máximos cortes 
perdidos en 2, modificación fija de la carbamidometilación de cisteínas y modificaciones 
variables de la oxidación de metioninas, de la acetilación N-terminal de proteínas y de la 
fosforilación en serinas, treoninas y tirosinas. Para las muestras de proteína total, se 
incluyeron los parámetros indicados anteriormente, con modificaciones variables de la 
oxidación de metioninas, acetilación N-terminal de proteínas, deamidación de asparaginas y 
ciclación de glutamina N-terminal a piroglutamato. La cuantificación se realizó con una ratio 
mínima LFQ de 2. La función “Coincidencias entre carreras” se usó con coincidencias y límites 
de tiempos de alineamiento de 1 y 20 min respectivamente.  




6.7. Ensayos de sensibilidad en placa 
Los ensayos de sensibilidad en placa se realizaron elaborando diluciones en serie de 
células en agua estéril para cada cepa. Para ello, se preparó una muestra inicial de 100 µl a 
DO600 = 1 (2x107 células/ml) y se hicieron cinco diluciones seriadas 1:10 a partir de ella en 
placas de 96 pocillos. Se utilizó un replicador de 96 pocillos (Sigma) para sembrar 5 µl de cada 
dilución en placas de YPD suplementadas con diferentes compuestos genotóxicos. Las células 
fueron incubadas a 28ºC durante 48 h. 
  





Algunas de las cepas usadas en este trabajo fueron confirmadas mediante 
secuenciación de productos de PCR, llevada a cabo por GATC Biotech. Las muestras se 
prepararon siguiendo las indicaciones de la compañía. Para ello, se añadieron 50 ng/µl de 
ADN en un volumen final de 10 µl de agua estéril, incluyendo 5 µl del correspondiente 
oligonucleótido (5 µM). 
  




6.9. Análisis estadístico 
Las cuantificaciones mostradas a lo largo de este trabajo representan la media ± SD de 
al menos tres experimentos independientes. Los datos fueron analizados estadísticamente 
usando un test T y las diferencias entre las cepas estudiadas en cada caso se indican en las 
gráficas excepto que se indique otra cosa (P<0,05*, P<0,005**, P<0,0005***). El análisis 
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